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Zusammenfassung der Ergebnisse 


Kap. 1. Einleitung 


Uber die chemischen Vorginge, 
insbesondere den Ammoniakstoffwechsel, 
bei der Entwicklungserregung des Seeigeleies 


Von 


Ake Orstrém 
Mit 14 Figuren im Text 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. April 1941) 
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I. Die Ammoniakbildung bei der Entwicklungserregung 
und die ihr zugrunde liegenden chemischen Reaktionen 


Kapitel 1 


Einleitung 


(Aus dem Wenner-Grens-Institut, Stockholms Hégskola und der Biologischen Station Roscoff) 


Seite 


Die Befruchtung ist praktisch genommen eine universelle, so- 
wohl bei Pflanzen wie bei Tieren vorkommende Reaktion, bei der 
zwei Zellen (Gameten) sich miteinander verbinden, um eine einzige 
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Zelle zu bilden (Zygote). Die Gameten haben eine kurze Lebens- 
dauer und sterben schnell ab. Die Zygote dagegen hat das Ver- 
mégen, sich zu entwickeln und zu einem Individuum zu differenzie- 
ren. Durch das Verschmelzen der beiden Gameten erfolgt die 
Erregung der Entwicklung, und die Gameten werden dadurch 
momentan so verindert, daB sie nicht mehr zu ihrem Ausgangs- 
stadium zuriickgehen kénnen. Die Befruchtung ist, von einigen 
friihen Initialstadien abgesehen, ein irreversibler Vorgang. 

Die Probleme der Befruchtung umfassen viele fiir die Biologie 
und Physiologie wesentliche Fragen. In der vorliegenden Unter- 
suchung sind hauptsachlich die biochemischen Fragen beriicksich- 
tigt, und das Hauptproblem der Untersuchung bildet die schon 
von Loeb aufgestellte Fragestellung: 

Welche chemischen Wirkungen liegen der Entwicklungserregung 
zugrunde ? ee 

Welche diesér Veranderungen sind auf das Spermium zuriick- 
zufiihren ? 

Um einer Lésung dieser Fragen naher zu kommen, verfahrt 
man am besten so: erstens eine mdglichst groBe Anzahl von 
Substanzen auf Veranderungen bei der Befruchtung hin zu unter- 
suchen und zweitens dann festzustellen, wie diese Veranderungen 
miteinander verkettet sind und ob sie direkt auf eine Wirkung 
des Spermiums zuriickzufiihren sind. 

Das Material fiir die vorliegenden Untersuchungen waren 
Kier des Seeigels Paracentrotus lividus von der Station Biologique 
in Roscoff (Frankreich). Die Seeigel in Roscoff enthalten von 
Ende Mai bis Mitte September ungewoéhnlich reichliche Mengen 
Kier, was fiir die chemische Arbeit, die oft groBe Mengen Eier 
verlangt, wichtig ist. Da jedoch nicht unbegrenzte Mengen von 
Fiern zur Verfiigung standen, so wurden durchweg Mikromethoden 
verwendet, die in allen Fallen unter den Bedingungen des Ver- 
suches kontrolliert wurden. 

Das Seeigelei stellt das klassische Material fiir das Studium 
der Befruchtung dar. Dieses hangt damit zusammen, daB Seeigel- 
eler in groBen Mengen leicht zu erhalten sind und da8 die morpho- 
logischen Veranderungen auch in einem aus mehreren Millionen 
Kiern bestehenden Material mit erstaunlicher Gleichzeitigkeit ein- 
treten. Die Befruchtung einer Suspension von mehreren Millionen 
Hiern verléuft fast momentan (10—20 Sekunden nach dem Sperma- 
zusatz bei guten Eiern). DaB die ersten Veranderungen nach der 
Befruchtung mit groBer Gleichzeitigkeit vor sich gehen, ist wichtig, 
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wenn chemische Analysen ausgefiihrt und verschiedene Stadien mit- 
einander verglichen werden sollen. Fiir chemisches Arbeiten ist es 
weiterhin vorteilhaft, daB die Seeigeleier ziemlich wenig Dotter 
enthalten, so daB der sich entwickelnde Teil des Eies einen groBen 
Anteil des Eiganzen ausmacht. Von Nachteil dagegen ist, daB sie 
wie Evertebratenzellen im allgemeinen einen niedrigen Stoffwechsel 
haben. @ O, fiir Sdugetiergewebe liegt im allgemeinen zwischen 5 
und 20 bei 40°, fir die Seeigeleier betragt er 0,1 vor und 0,3 nach 
der Befruchtung bei 20° (Arbacia, Korr 1937 oder Ballantine 
1940b). 

Besonders die Arbeiten von O. Hertwig, J. Loeb, F. Lillie 
und O. Warburg sind von gréBter Bedeutung fiir die Entwicklung 
der mit der Befruchtung zusammenhingenden Probleme gewesen. 
O. Hertwig entdeckte 1875, daB die Befruchtung durch das Ein- 
dringen des Spermiums in das Ei zustande kommt. Diese Ent- 
deckung regte zu zahlreichen Untersuchungen an, die unserer heu- 
tigen Auffassung tiber die Morphologie und Cytologie bei der Be- 
fruchtung zugrunde liegen. 

J. Loeb gelang es 1899, Seeigeleier ohne Spermazusatz nur 
durch Behandlung mit hypertonischen Salzlésungen zu normalen 
Larven zu entwickeln (Loeb §. 37). Dies erregte groBes Aufsehen, 
und viele der durch Loebs Untersuchungen aufgeworfenen Pro- 
bleme sind heute noch aktuell. Loeb wandte sich als erster den 
physiologischen Problemen zu. 

Auf Grund der zahlreichen Arbeiten nach dieser Zeit sind 
folgende Umsatzverainderungen bei der Befruchtung des Seeigeleies 
nachgewiesen. Sie sind sparlich, ohne Zusammenhang und kénnen 
chronologisch folgendermafen geordnet werden. 


1. Atmungssteigerung. Warburg 1908. 
2. Sadurebildung. Runnstrém 1933b. 


38. Ammoniakbildung. Orstrém 1985. 
4, Abnahme des gebundenen Ca. Mazia 1937. 
5. Beschleunigung des Kohlenhydratabbaues. Orstrém und 


Lindberg 1940. 


Diese Veraénderungen sind im allgemeinen 5—10 Minuten nach 
der Befruchtung beobachtet worden. Je mehr man die Analyse 
zeitlich der Befruchtung nahern kann, desto gréBer ist die Wahr- 
scheinlichkeit, daB eventuelle Veranderungen in Zusammenhang 
mit der Entwicklungserregung stehen, besonders wenn nachgewiesen 
werden kann, daS die Kurve zu diesem Zeitpunkt einen anderen 
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Verlauf hat als spater. Von den oben genannten zeigen die 
Saurebildung, die Ammoniakbildung und der Kohlenhydratabbau 
solche dreiphasigen Kurven. 

Um die Spermawirkung zu analysieren, mu8 man wissen, 
welche Veranderungen unter dem direkten Einflu8 des Spermiums 
entstanden sind. Zu diesem Zwecke muB die Reihenfolge der 
verschiedenen Reaktionen bei der Entwicklungserregung festgestellt 
werden. Die zuerst eintretenden Veranderungen beruhen dann 
direkt auf der Wirkung des Spermas (vgl. Kapitel 8). In der Praxis 
st6Bt dies jedoch auf groBe experimentelle Schwierigkeiten, da die 
Hier selten so gleichzeitig befruchtet werden, daB man Analysen 
sogleich nach dem Spermazusatz anfangen kann. Im allgemeinen 
muB man etwa 1 Minute nach dem Spermazusatz warten, um sicher 
zu sein, daB der gréBte Teil der Hier befruchtet ist. Die unten- 
stehenden Analysen sind im allgemeinen 5—10 Minuten, friihestens 
jedoch 2 Minuten, nach der Befruchtung ausgefiihrt worden, um 
die zeitliche biologische Variation bei der Befruchtung auszuschal- 
ten. Der Nachweis, da8B verschiedene Reaktionen unter dem 
direkten Einflu8 des Spermiums in Gang gesetzt oder beschleu- 
nigt werden, ist dann mit anderen Mitteln erbracht worden. 
Orstrém und Lindberg (1940) untersuchten z. B. den Kohlen- 
hydratabbau im Eierbrei mit und ohne Zusatz von cy%olysiertem 
Sperma. Auf diese Art kann man den direkten Einflu8 des Spermas 
beobachten und so Auskunft tiber die enzymatischen Vorginge bei 
der Befruchtung erhalten. Bei der unten folgenden Untersuchung 
ist diese Methode ein wichtiges Hilfsmittel der Analyse gewesen. 
Ergebnisse, die auf diese Art gewonnen sind, miissen natiirlich mit 
den Verhiltnissen bei nicht zerquetschten Eiern verglichen werden, 
ehe man allgemeine Schliisse ziehen kann. 

In der vorliegenden Arbeit sind einige Reaktionen untersucht 
worden, die in Zusammenhang mit der Ammoniakbildung bei der Ent- 
wicklungserregung stehen. Im ersten Abschnitt wird nachgewiesen, 
da Ammoniak bei der Befruchtung des Seeigeleies gebildet wird, und 
untersucht, welche chemischen Reaktionen der Ammoniakbildung 
und den mit ihr in Zusammenhang stehenden Reaktionen zugrunde 
liegen, wobei auch die enzymatischen Verhiltnisse im Sperma 
beriicksichtigt werden. Um die Bedeutung der Ammoniakbildung 
bei der Befruchtung aufzuklairen, ist der zweite Abschnitt den 
physiologischen Wirkungen des Ammoniaks vor und nach der 
Befruchtung gewidmet. Es wird dann in der Diskussion versucht, 
die Befunde mit den schon bekannten Tatsachen in Verbindung 
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zu bringen und eine Theorie dafiir zu entwickeln, wie man sich auf 
Grund der bis jetzt bekannten Tatsachen die Verkettung der 
Reaktionen bei der Entwicklungserregung und den EinfluB des 
Spermas vorzustellen hat. Es wird angestrebt, so weit wie méglich 
die quantitativen Verhaltnisse zu beriicksichtigen. 

In den folgenden Ausfiihrungen werden im allgemeinen nur 
die chemischen Veraénderungen beriicksichtigt, die physikalischen, 
wie z. B. Struktur-, Viscositats- und Permeabilitaétsveranderungen, - 
die ebenfalls bei der Befruchtung auftreten, nur voriibergehend 
beriihrt. 

Kin anderes Problem, das Gegenstand der Untersuchungen von 
I’. Lillie (1919) war, ist die Bedeutung der Eisekrete fiir die Be- 
fruchtung. Durch die Arbeiten von Kuhn und Hartman, Tyler 
und anderen haben die von Lillie festgestellten physiologischen 
Tatsachen eine feste biochemische Grundlage bekommen (vgl. 
die zusammenfassende Darstellung Lindahls 1941). Kuhn 
und Wallenfels (1939, 1940) und Hartman und Schartau 
(1939) ist es gelungen, die spermienaktivierende Substanz von 
Arbacia zu isolieren und mit dem Farbstoff des Arbaciaeies, 
Echinochrom A, einem Naphthochinon, zu identifizieren. Kuhn 
und Wallenfels (1940) zeigen, da& Echinochrom nicht frei, son- 
dern symplex gebunden in den Arbaciaeiern vorkommt, entweder 
binaér als Echinochromtrager, welche Verbindung aus Eiern ohne 
Gallerthiillen extrahiert werden kann und keine aktivierende Wir- 
kung aufweist, oder ternar als Echinochromtrager-Hilfstrager. Diese 
Verbindung wird aus Eiern mit Gallerthillen gewonnen und besitzt 
einen 100mal gréBeren Effekt als das freie Echinochrom (wirksam 
in Verdiinnungen 10-14). Das ternire Symplex wirkt sowohl akti- 
vierend wie agglutinierend auf die Spermien ein. Der Hilfstrager 
kann durch Dialyse in destilliertem Wasser abgespalten werden und 
hat agglutinierende Wirkung. Er ist mit Agglutinin identisch. Das 
vom Ki abgesonderte, im Eiwasser befindliche Echinochrom kommt 
nicht frei, sondern hochmolekular gebunden vor. 

Es mu8 hervorgehoben werden, da8 sich die mit Arbacia 
gewonnenen Ergebnisse nicht ohne weiteres auf andere Spezien 
ubertragen lassen. So ist nach den Angaben von Lederer (1938) 
in den Hiern von Paracentrotus lividus, deren Farbe durch Caroti- 
noide bewirkt wird, kein Echinochrom vorhanden. Nach Tyler 
(1989a) enthalten die Eier von Strongylocentrotus purpuratus kein 
Echinochrom, wohl aber die Testikel. Tyler hat die Einwirkung 
von Kehinochrom, das aus den Testikeln von Strongylocentrotus 
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purpuratus in krystalliner Form dargestellt wurde, auf die Atmung 
der Hier und der Spermien dieser Art untersucht und konnte keinen 
Einflu8 finden (aber Gamonwirkungen bei anderen Arten vel. 
Tvler und Fox 1989). 


~ } . 

Hartman, Schartau und Wallenfels (1940) setzen die 

Analyse der Wirkstoffe der Befruchtung fort. Sie kommen zu 

folgenden Feststellungen hinsichtlich der gegenseitigen Wirkungen 
der Gamone (Gametenhormone). 


Die Androgamone werden von den Spermien, die Gynogamone 
von den Hiern abgegeben. Androgamon I wirkt auf Gynogamon I 
(Echinochromsymplex), und Androgamon II auf Gynogamon II 
(Hilfstrager des Echinochromsymplexes) ein. Durch diese gegen- 
seitige Wechselwirkung kommt die erste Phase der Befruchtung 
folzendermaBen zustande: 


Durch Absonderung von Androgamon I werden die Spermien 
sehr bald unbeweglich und sparen dadurch ihren begrenzten Vorrat 
an Reservenahrung. Gynogamon I neutralisiert Androgamon I, 
aktiviert gleichzeitig die Spermien und regt sie chemotaktisch an. 
Auf diese Weise finden sie den Weg zu den EKiern. Gynogamon II 
agelutiniert die Spermien. Daraus ist zu schlieBen, daB ihre Ober- 
flache verindert wird. Durch die lytische Wirkung von Andro- 
gamon II werden die Gallerthiillen aufgelést und so den Spermien 
der Weg zu den Hiern erleichtert. Eine Befruchtung kommt nur 
dann zustande, wenn die Spermien und die Hier den richtigen 
Gehalt an Gamonen haben, so da8 deren Konzentrationen einander 
entsprechen. Dazu ist nicht nur die morphologische, sondern auch 
die physiologische Reife erforderlich. 


Kapitel 2 
Die Ammoniakbildung bei der Entwicklungserregung des Seeigeleies 


1. a) Veranderung des stickstoffhaltigen Umsatzes wahrend der "ntwicklung 
von Hiihner-, Frosch- und Seeigelei. 


b) Die Ammoniakbildung bei der Aktivitaitsverinderung der Zelle. 
2. Die Ammoniakbildung bei der Entwicklungserregung des Seeigeleies. 
a) Methodik fiir die Herstellung der Suspensionen und die Kontrollversuche. 
b) Die statistische Bearbeitung der Ergebnisse. 
c) Bestimmung der Ammoniakbildung bei der Entwicklungserregung. 
I. Kochen des Eiwassers. 
II. Durchliiftung. 
Ill. Vakuumdestillation. 
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3. Die Abnahme des Ammoniaks in den befruchteten Eiern nach der Ent- 
wicklungserregung. 

4. Ammoniakbildung und andere Stoffwechselverinderungen bei partheno- 
genetisch angeregten Eiern. 

5. Verhalten der Eier unter anaeroben Bedingungen. 


Im Stoffwechsel der Zelle nimmt Ammoniak eine besonders 
interessante Stellung ein. Einerseits ist es ein Zellgift und muB, 
wenn es frei auftritt, so schnell wie méglich unschédlich gemacht 
werden. Andererseits stellt es einen unbedingt erforderlichen Be- 
standteil beim Aufbau und im Stoffwechsel vieler stickstoffhaltiger 
Substanzen in der Zelle dar. So bieten also Ammoniakunter- 
suchungen ein Hilfsmittel, um eine Reihe verschiedener Reaktionen 
zu studieren. 


1. a) Veranderung des stickstoffhaltigen Umsatzes 
wahrend der Entwicklung des Hiihner-, Frosch- und Seeigeleies 


Wahrend der Embryonalentwicklung spielen Verénderungen im 
Ammoniakstoffwechsel eine wichtige Rolle. In einigen Fallen 
kénnen sie auf das gleichzeitige Auftreten von Enzymen zuriick- 
gefiihrt werden. J. Needham (1931 S. 1081 ff.) hat gezeigt, daB 
wahrend der Embryonalentwicklung des Huhnes die Exkretprodukte 
von einfacheren zu komplizierteren iibergehen, und zwar von 
Ammoniak tiber Harnstoff zur Harnséure. Welche Reaktionen der 
Ammoniak- und Harnstoffbildung in diesem Falle zugrunde liegen, 
ist nicht bekannt. 

Der nach Krebs (1932b) fiir den Saéugetierorganismus an- 
gegebene Ornithincyclus scheint nach Needham u. a. (1935) keine 
Rolle zu spielen, aber an seiner Stelle kénnten andere Reaktions- 
ketten méglich sein [vgl. Krebs 1934 und Leuthardt 1988 a), b)]. 
Die Reaktionen fiir die Harnsiurebildung im Huhn sind dagegen 
besser bekannt. Als Zwischenstufen treten Glutamin und Hypo- 
xanthin auf (Orstrém u. a. 1939, Edson u. a. 1986), und eines 
der erforderlichen Enzyme ist die Xanthinoxydase, die Hypoxanthin 
zu Harnsiure oxydiert. Nach den Untersuchungen von Needham. 
(1931), Booth (1935) und Morgan (1930) kann ein ausgesprochener 
Parallelismus zwischen dem ersten Auftreten der Harnsaéure und 
den ersten Zeichen einer Xanthinoxydasebildung festgestellt werden. 
Als Ursache der Harnséurebildung kann unter anderem die Bildung 
von Xanthinoxydase angesehen werden. 

Bei der Entwicklung des Frosches kann man ahnliche Ver- 
haltnisse beobachten. Wahrend der Embryonalentwicklung liegen 
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259/, des gesamten Stickstoffes als Harnstoff und 75°/, als Am- 
moniak vor (Bialascewicz und Mincovna, nach Needham 
1931, Brachet 1989). Munro (1939) hat die letzten Larvenstadien 
untersucht, in denen die Hinterbeine gebildet werden. In diesen 
Stadien findet er neben einer stark erhéhten Arginaseaktivitaét, daB 
der Harnstoff 88°/, des totalen Stickstoffes, Ammoniak aber 
nur 12°/, ausmacht, also eine Umkehrung der Proportionen, die 
hier mit der Zunahme der Arginaseaktivitét zusammenhiangen 
kénnte. 


Den einfachsten Typ der Exkretion reprasentiert der Seeigel. 
Er gibt den gré8ten Teil seimer Exkretprodukte in Form von 
Ammoniak und Aminoséuren ab (Delauney 1931). Auch in diesem 
Falle verandert sich der Ammoniakstoffwechsel im Laufe der Ent- 
wicklung. Systematische Versuche sind jedoch nicht wahrend der 
gesamten Entwicklung ausgefiihrt worden. Es ist in Analogie zu 
dem obenstehenden anzunehmen, da’ auch hier enzymatische Ver- 
iinderungen zugrunde liegen kénnen. 


b) Ammoniakbildung bei der Aktivitatsveranderung der Zelie 


Eine Ammoniakbiidung bei schnellen Stoffwechselverande- 
rungen ist in vielen Zellen nachgewiesen und in einigen Fallen sind 
auch die zugrunde liegenden chemischen Reaktionen bekannt. 
Diese Ammoniakbildung ist aber nicht als eine Exkretion aufzu- 
fassen. Sie ist vielmehr ein Zeichen dafir, daB Stoffwechsel- 
veranderungen auftreten, die auch den Ammoniakstoffwechsel 
betreffen. Im Muskel und Nerv ist eine Ammoniakbildung 


bei der Erregung zuerst von Tashiro (1922a, b) festgestellt 
worden. 


Die bei der Muskelkontraktion der Vertebraten auftretende 
Ammoniakbildung ist vor allem durch die Untersuchungen von 
EKmbden und Parnas geklirt worden (vgl. die zusammen- 
fassende Darstellung Schnellers 1985). Sie beruht auf der 
durch die Muskeladenylsiure-desaminase verursachten Spaltung 


von Muskeladenylsiure: Muskeladenylsiure —-> Inosinsiure + 
Ammoniak. 


Das bei der Muskelkontraktion gebildete Ammoniak verschwin- 
det im Ruhestadium wieder. Es handelt sich nach Embden um 
einen direkten reversiblen Vorgang, indem sich das gebildete Am- 
moniak schnell wieder mit der Inosinsiure verbindet: Ammoniak 
-+ Inosinséure =» Muskeladenylsiure. 
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Nach Parnas geschieht dies in 2 Stufen. Das gebildete Am- 
moniak wird zuerst in eine noch unbekannte Verbindung iiber- 
gefiihrt, die dann die Inosinséure zu Adenylséure verwandelt: 





: + Inosinsaiure 2 
Ammoniak + X —» NH,X 7S", Adenylsiure + X. 


Die Grundvoraussetzung fiir diese beiden Hypothesen, deren 
Verfechter sich aufs schirfste bekampft haben, ist, daB das gebildete 
Oxypurin (Hypoxanthin der Inosinséure) wieder in Aminopurm 
(Adenin der Adenylsiure) tiberfihrt werden kann. Parnas weist 
darauf hin (z. B. Korzybski und Parnas 1938), da8 in vielen 
Fallen entweder die Ammoniakbildung gréBer ist als die Menge der 
urspriinglich vorhandenen Adenylséure, oder daB die Adenylsdure- 
menge trotz starker Ammoniakbildung sich nicht verindert. Dieses 
hat er friher (z. B. Parnas und Lutwak-Mann 1935, vgl. auch 
Lohmann 1936a) so gedeutet, daB Ammoniak aus unbekannten 
Muttersubstanzen entsteht. Spater (Korzybski und Parnas 
1938) aber faBt er es als eine schnelle Aminierung der gebildeten 
Oxypurine aus unbekannten Substanzen auf. Mann (1981) unter- 
suchte im Laboratorium von Parnas die Amide im Muskel vor 
und nach der Kontraktion, ohne einen Unterschied zu finden. Auch 
ist es auffallend, daB es bis jetzt nie gelungen ist, eine direkte 
Aminierung von zugesetzter Inosinsiure nachzuweisen, weder in 
Brei noch in Extrakten oder Schnitten von Muskel (Korzybskiund 
Parnas 1988). 

Auch bei den Wirbellosen tritt eme Ammoniakbildung bei der 
Muskelarbeit auf. Geimann (1936) findet eine Zunahme von Am- 
moniak bei der Reizung sowohl der glatten wie der quergestreiften 
Muskulatur von Pecten. Lohmann’ (1936a) konnte keine Des- 
aminase fiir Muskeladenylsaure in der Scherenmuskulatur des FluB- 
krebses nachweisen. Er vermutet deshalb, daB die Ammoniak- 
bildung keine wesentliche Bedeutung bei der Muskelkontraktion hat, 
da die Wirbellosen sonst groBe Ahnlichkeiten mit den Wirbeltieren 
beziiglich des Stoffwechsels bei der Muskelkontraktion aufweisen. 
Er konstatiert in derselben Abhandlung, da8 bei ermiidender Kon- 
traktion eine Ammoniakbildung auftritt, die gréBer als die Schwan- 
kungen ist. Dieses Ammoniak sollte nach seiner Auffassung nicht 
von Adeninnucleotiden, sondern von anderen ammoniakbildenden 
Substanzen herriihren. Conway und Cooke (1939b) haben die 
Angaben von Lohmann nachgeprift und eine Desaminaseaktivitat 
in der Scherenmuskulatur des Krebses festgestellt, die zwar nur 4°/, 
der des Kaninchenmuskels betrigt, aber immerhin starker als in 
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anderen Geweben des Kaninchens ist. Octopusmuskel (Lohmann 
1936b) desaminiert Muskeladenylsiiure, aber 20mal langsamer als 
Extrakt aus Kaninchenmuskulatur. 

Diese Untersuchung von Lohmann sowie die Tatsache, dab 
in kiinstlichen Systemen nur in den Fallen eine Desaminierung der 
Adenylsaure eintritt, in denen die Phosphorylierung zu Adenosin- 
triphosphorsdure langsam vor sich geht, ferner die Feststellung von 
Parnas und Lewinski (1935) und Lohmann und Schuster 
(1935), da8B im Muskelgewebe die Adenylsaéure ausschlieBlich in 
Form von Adenosintriphosphorsaure vorliegt, die durch die Muskel- 
adenylsiuredesaminase nicht desaminiert wird, haben zu der Auf- 
fassung gefiihrt, daB die Ammoniakbildung bei der Muskelkontrak- 
tion auf experimentelle Fehler zuriickzufiihren ist.. Das ist aber 
nicht der Fall. Parnas hat selbst gezeigt, daB auch unter voll- 
kommen physiologischen Bedingungen Ammoniak bei der Muskel- 
arbeit gebildet wird. Er sagt in seiner zusammenfassenden Arbeit 
in Erg. Enzymforsch. (1937): ,,fm Muskel begleitet ene Ammoniak- 
bildung immer sowohl die Tétigkeit als auch die Ruhe. (Von Parnas 
kursiviert.) Dies ist sowohl im isolierten Muskel als auch im Muskel 
in situ nachgewiesen.* 

Zwischen dieser von den physiologischen Umstinden abhangigen 
Ammoniakbildung und der traumatischen oder postmortalen 
Ammoniakbildung im Muskel muB scharf unterschieden werden. 
Dieses ist am Froschherz von Parnas und Mitarbeitern unter- 
sucht worden (Parnas und Ostern 1931, Parnas und Mann 
1934). In beiden Fallen liegen dieselben chemischen Reaktionen 
der Ammoniakbildung zugrunde. Der wesentliche Unterschied be- 
steht darin, daB in der lebenden Muskelzelle die Desaminierung 
einen geregelten ProzeB darstellt, der in andere Reaktionen 
der Zelle so. eingefiigt ist, daB er je nach den physiologischen 
Umstanden gehemmt oder beschleunigt wird. Im Trauma und 
auch im Brei handelt es sich dagegen um einen ProzeB, der 
nicht in derselben Weise geregelt ist, sondern mehr oder weniger 
unabhangig von den GesetzmaBigkeiten der lebenden Zelle vor sich 
geht und nur ein Zeichen fiir die Enzymmenge ist. Die Aktivitat 
der Enzyme in der lebenden Zelle erfahrt man also auf diese 
Weise nicht. Trotzdem ist es in vielen Fallen unumginglich, mit 
Brei zu arbeiten. 

Die bei der Reizung eines Nerves auftretende Ammoniakbildung 
ist schwerer zu untersuchen als die Ammoniakbildung bei der 
Muskelkontraktion, da hier stets die Méglichkeit vorliegt, daB die 
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Ammoniakbildung durch Schiadigungen beim Herauspraparieren 
ausgelést worden ist. In den letzten Jahren ist man zu der Ansicht 
gelangt, daB es trotz allem sehr wahrscheinlich ist, daB bei der 
Nervenreizung Ammoniak abgespalten wird, aber ein Teil desselben 
diirfte wohl aus anderen Quellen als Adenylsiure stammen. (Vgl. 
die zusammenfassenden Arbeiten iiber Nerve Metabolism in Ann. 
rev. biochem.) 


Rosch und Te Kamp (1928), Résch (1929/30) zeigten, daB 
im Augenbecher von Rana temporalis und esculenta die Ammoniak- 
menge nach 10 Minuten Belichtung um mehrere 100°/, im Ver- 
haltnis zur Kontrolle gestiegen war. Freie Adenylséiure konnte 
nicht nachgewiesen werden, dagegen eine sehr wirksame Desa- 
minase!). Gerard und Hartline (1934) isolierten die optischen 
Nerven und das Auge von Limulus polyphemus und fanden bei 
Belichtung und elektrischem Reiz der Retina die Atmung um 
etwa 40°/, erhéht. Auch eine Gasbildung wurde in Gegenwart von 


KOH festgestellt. Aller Wahrscheinlichkeit nach handelt es sich 
um Ammoniak. 


Auch im Blut kommt eine Spontanbildung von Ammoniak vor, 
die aus verschiedenen Quellen stammt. Wahrscheinlich handelt es 
sich zum Teil um eine Desaminierung von Adenylsdiure und 
Adenosin (Conway u. a. 1939a). In cytolysiertem Schildkrétenblut 
ist eine Ammoniakbildung nachgewiesen, bei der wahrscheinlich 
Phenole gebildet werden (Mo zolowski und Mann 1932a und b). 


In den genannten Fallen treten also bei der Erregung der 
Zelle oder wihrend der Embryonalentwicklung Verainderungen des 
Ammoniakumsatzes auf. Die Befruchtung des Seeigeleies stellt 
nun erstens eine Erregung dar, bei der das unbefruchtete Ei vom 
Ruhestadium mit niedrigem Stoffwechsel zu einem aktivem 
Stadium mit hohem Stoffwechsel iibergeht. Zweitens bedeutet die 
Befruchtung eine wichtige Phase der Embryonalentwicklung, in- 
dem das Ei nun die Moglichkeit zur Entwicklung bekommt. Es 
ist folglich von Interesse, den Ammoniakumsatz bei der Entwick- 
lungserregung naher zu untersuchen. 





1) Die Verff. bestimmten Adenylsdure, indem sie zu Brei von Retina 
Muskeladenylsduredesaminase setzten. Zugesetzte Mengen Adenylsaure wurden 
quantitativ wiedergefunden. In dem Brei konnten sie auf diese Weise keine 
Adenylsaure nachweisen. Es kann gegen dieses Verfahren der Einwand er- 
hoben werden, da8 die im Brei vorhandene Desaminase die gowebseigene 


ov 


Adenylsiure schon gespalten hat, bevor der Versuch angefangen wurde. 
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9, Die Ammoniakbildung bei der Entwicklungserregung 
des Seeigeleies 


a) Methodik fiir die Herstellung der Suspensionen und die Kontroli- 
versuche 


Die Ausfiihrung wirklich genauer Ammionakanalysen im See- 
igelei ist mit Schwierigkeiten verbunden, dies vor allem in Hinsicht 
auf den verhiltnismaBig hohen Gehalt an Amiden. 1 cem See- 
igeleier enthalt mehr als 100 Mikromol leicht abspaltbaren Amid- 
Ammoniak neben nur etwa 1 Mikromol Ammoniak (vgl. Kapitel 5). 
Da die Bier vor der Analyse mit Trichloressigsiure fixiert und 
sodann zermahlen werden, so ist die Méglichkeit vorhanden, da8 
die fiir das Seeigelei gefundenen Werte auf Spontanspaltung von 
Amiden zuriickzufiihren sind. Die Analysen haben sich wber 
mehrere Jahre erstreckt, bevor das einwandfreie Ergebnis erzielt 
wurde, daB® wirklich bei der Befruchtung des Eies Ammoniak ge- 
bildet wird. Die lange Zeitdauer beruht zum groBen Teil darauf, 
daB in dem sonst gut ausgeriisteten Laboratorium in Roscoff die 
fir das Arbeiten mit leicht spaltbaren Verbindungen ndétigen 
Vakuumeinrichtungen fehlten. Erst nachdem eine Vakuumpumpe 
beschafft worden war, konnten sichere Ammoniakbestimmungen 
ausgefiihrt werden. Bei den Analysen der letzten Serien wurden 
die Eier unter Eiskiihlung zermahlen, um die Spontanspaltung so 
niedrig wie moéglich zu halten. 


Die Suspension wurde nach den Vorschriften von Orstrém (1932) her- 
gestellt. Die Menge der Eier in der so erhaltenen Suspension wurde nach den 
von Runnstrém (1932) gegebenen Vorschriften volumetrisch in Hamatokrit- 
réhrchen bestimmt. 

In den Angaben iiber den °/)-Gehalt der Suspensionen ist das Wasser 
zwischen den Hiern nicht abgerechnet. Um die Werte diesbeziiglich zu korri- 
gieren, mu8 man nach Teissier mit 0,64 multiplizieren (Ephrussi und 
Rapkine 1928) und erhalt dann folgende Formel: 


Konzentration der Suspension in °/, x 0,64 x Anzahl cem 
der Suspension zur Analyse = ccm Eiersubstanz 
(in der Fortsetzung ccm Eier genannt). 
. In 15,60 ccm 10°/,iger Eiersuspension sind also 1 cem Eier und 14,60 ccm 
Eiwasser enthalten. Samtliche Angaben sind auf 1 ccm Eier bezogen. Der 


Stickstoffgehalt in 1 ccm Paracentrotuseiern ist 36 mg N (Orstrém 1937), in 
Arbaciaeiern 26 mg N (Ballantine 1940a). 


Es zeigte sich, da8 mit diesem Verfahren ziemlich konstante 
Suspensionen erhalten wurden, bei denen die biologischen Vari- 
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ationen des Stoffwechsels viel gr68er waren als die Variationen der 
Konzentration. Inder untenstehenden Tabelle ist die Ammoniak- 
menge in unbefr. und 10 Minuten befr. Eiern und gleichzeitig die 
Suspensionsdichte verglichen. Ammoniak nach der Durchliftungs- 
methode nach Nash und Benedict bestimmt. Die Angaben der 
Ammoniakmenge in Mikromol. 








Tabelle 1 
Variation der Suspensionsdichte und Ammoniakmenge bei verschiedenen 
Suspensionen 
Konzen- Anzahl} cem Gefundene Werte fiir Auf 1 ccm Eier um- 
tration} ccm | piop Ammoniak gerechnet 


der Sus-}| Susp. 2 
pension} zur der | unbefr. 





10 Min.| Zunahme unbefr.| 10 Min. Zunahme 























in °/) jAnalyse] Susp. Kier | befr. | bei Befr.]} Hier | befr. | bei Befr. 
93 | 20 |119 | 20 | 34 | 14 | 1068 | 286) 118 
8.5 10 10,545] 11 | 19 | 08 2,02 | 3,48 1,46 
6 10 |0,385] 0,65 0,85 0,2 1,69 | 2,21 0,52 
6 10 10,385] 09 $13 | 04 2,34 3,38 1,04 
6 10 10,385! 205 | 295 | 09 5,32 | 7,65 | 2,33 
5.5 10 |0,353] 1,55 | 2,15 | 0,6 4,39 | 6,09 1,70 
Mittel: 2,91 | 4,28 | 1,37 
| + 0,26 


In der Tabelle schwankt die Dichte der Suspensionen von 
5,5—9,39/). Der héchste Wert ist das 1,7fache des niedrigsten. 
Die Ammoniakwerte per cem unbefr. Kier bewegen sich zwischen 
1,68—5,32, hier betragt der héchste Wert das 3,lfache des nied- 
rigsten. Dabei wurden der zweitniedrigste und der héchste Am- 
moniakwert fiir unbefr. Eier bei derselben Suspensionsdichte ge- 
funden (6°/)). Spater wurden die Schwankungen der Suspen- 
sionsdichte noch geringer, nachdem die Methode so eingeiibt war, 
da die Suspensionen unter ganz identischen Bedingungen pripa- 
riert wurden. Deshalb wurde darauf verzichtet, bei diesen Ver- 
suchen die Konzentration der Suspension jedesmal zu bestimmen. 
Sie wurde als konstant 10°/, angesehen. 

Man kann die Zuverlassigkeit dieser volumetrischen Methode 
kontrollieren, indem man Analysen vergleicht, die mit Paracentro- 
tuseiern aus Roscoff mit derselben Methode ausgefiihrt, aber auf 
andere Kinheiten bezogen worden sind. Dieses gilt z. B. fiir Phos- 
phatanalysen, die Zielinsky (1939) nach Verbrennung der Kier 
und Orstrém und Lindberg (1940) nach Volumbestimmungen 
auf 100 mg N beziehen. Nach Umrechnung auf 1 ccm Kier bzw. 
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36 mg N erhalt man fir das freie Phosphat folgende Mittel- 
werte: Zielinsky 1,21 und Orstrém u.a. 1,19 mg P. 

Die Ubereinstimmung ist sehr gut, und die von amerikanischen 
Verfassern (z. B. Leitsch 1934) erhobenen Einwande gegen die 
Volumbestimmungsmethode fallen unter unseren Bedingungen fort. 

Die Volumbestimmungsmethode kann aber nur fiir unbefr. 
Bier verwendet werden. Bei befr. Kiern mit Befruchtungsmembran 
ist die Ausfiihrung dieser Methode nicht méglich. Spatere Stadien 
werden am besten verascht und der Stickstoff bestimmt, was auch 
z. B. von Lindahl und Tyler empfohlen wird. 

Wenn hier und im folgenden bei Beschreibung der Versuche 
von der Befruchtung gesprochen wird, so ist damit der Zeitpunkt 
verstanden, zu dem die Eier die Befruchtungsmembran zu etwa 
95°/, abgehoben haben. 

Die fiir die Befruchtung verwendete Spermamenge war immer 
dieselbe und betrug etwa 0,001—0,002 cem ,,trocknes’* Sperma 
zu je 10 ccm Eiersuspension. Die Spermasuspension wurde folgen- 
dermaBen hergestellt: 1 Tropfen (0,03 cem) trocknes Sperma 
wurde in 2—3 ccm Seewasser suspendiert und hiervon 1 Tropfen 
zu je 10ccm KEiersuspension zugesetzt. Die Befruchtungs- 
membranen wurden je nach der Qualitét der Eier 30 Sekunden 
bis 1 Minute nach dem Spermazusatz abgehoben. Die Eiersuspen- 
sionen waren in den allermeisten Fallen aus Eiern von verschie- 
denen Weibchen zusammengesetzt. Das Volumenverhiltnis von 
Sperma/Ei betrug in diesen Versuchen also etwa 1/700—1/3850 
oder noch weniger, da oft das ausquellende Sperma nach der Ver- 
wundung der Testikel durch die Spermapipette mit etwas K6rper- 
flissigkeit verdiinnt wurde. Diese Werte sind nur Uberschlags- 
werte und sollen nur einen Begriff von der GréBenordnung geben. 
Kixakte Messungen sind nicht ausgefiihrt worden. Nach O. War- 
burg (1915) ist das gerade zu 100°/, Befruchtung ausreichende 
Verhaltnis Sperma-N/Ei-N fiir Arbacia 1/1500—1/2000 oder nach 
den Angaben Warburgs auf Volumen bezogen (1 ccm Sperma 
12 mg N und 1 ccm Eier 20 mg N) 1/950—1/1250. 

Die im folgenden in den Tabellen angegebenen Werte sind 
durchgehend, sofern nichts anderes angegeben ist, in Mikromol 
per 1 ccm Kier ausgedriickt. 

Die Menge des freien Ammoniaks im Sperma ist sehr klein 
und kann unter den Versuchsbedingungen unberiicksichtigt bleiben. 
Dagegen enthalt das Sperma, wie durch Kochen mit KOH nach- 
weisbar ist, ziemlich groBe Mengen hydrolysierbaren Ammoniaks. 








Chemische Vorgange bei der Entwicklungserregung des Seeigeleies 15 


1 ccm trocknen Spermas gibt bei der alkalischen Spaltung 53 Mikro- 
mol Ammoniak. Zu je 1 cem Eier werden 0,0015 com Sperma 
verwandt, was 0,06 Mikromol hydrolysierbarem Ammoniak ent- 
spricht und mit der in diesem Falle verwendeten titrimetrischen 
Methode nicht mehr sicher meBbar ist. 

Die Eier sind von einer Gallerthiille umgeben, welche von im 
Sperma enthaltenem Androgamon II aufgelést wird. Es kénnte 
also die Méglichkeit vorliegen, daB die Ammoniakbildung nicht 
auf die Stoffwechselverénderungen des Kies, sondern auf das Auf- 
lésen der Gallerthille zuriickzufiihren ist. Aus diesem Grunde 
wurden Ammoniakanalysen vor und nach der Befruchtung von 
solehen Eiern vorgenommen, deren Gallerthiillen mit Saure ent- 
fernt waren (zu 50 ccm Kiersuspension 1,0 cem n/10-HCl, nach 
einigen Minuten schnelle Waschung). Die Eier lassen sich nach dieser 
Behandlung normal befruchten und entwickeln sich zu normalen 
Plutei. Das Entfernen der Gallerthiillen hat keinen Einflu8 auf 
die Ammoniakbildung bei der Befruchtung. Bei diesem Verfahren 
muB man sehr vorsichtig mit den unbefr. Eiern umgehen, da sie 
ohne Gallerthillen auBerst empfindlich gegen mechanische Schadi- 
gungen sind. Die Suspensionen dirfen z. B. nicht pipettiert, 
sondern nur gegossen werden. 

Es ist auch festgestellt worden, daB die bei der Befruchtung 
gebildete Base tatsichlich Ammoniak ist. Es wire sonst méglich 
gewesen, daB es sich bei der Basenbildung um niedrigere Amine 
handelte, die wie Ammoniak mit Wasserdampf aus alkalischer 
Lésung fliichtig sind. Diese Moéglichkeit ist jedoch durch die 
colorimetrische Analyse mit Nesslerreagens ausgeschlc.. °. Man 
erhalt titrimetrisch wie colorimetrisch denselk2an Wert. Ks kann 
sich also nicht um Amine handeln. Diese besitzen bei der colori- 
metrischen Bestimmung mit Nesslers Reagens nur 1/,) der Farb- 
starke einer entsprechenden Menge Ammoniak, wahrend sie beim 
Titrieren gegen Saéure die gleiche Alkalitét wie Ammoniak auf- 
weisen. Zweitens wurde das Eiwasser mit KOH gekocht und die 
Base in HCl aufgefangen und als Ammoniumchlorid identifiziert 
(gefunden 66,8°/, Cl und 34,3°/, fliichtige Base als Ammonium be- 
rechnet; theoretisch fir Ammoniumchlorid: 66,8°/, Cl und 33,7°/, 
Ammonium). 

Das Seeigelei enthalt ziemlich groBe Mengen fliichtiger Amine, 
wie aus Kapitel 5 zu ersehen ist. Diese kommen aber nicht 


frei sondern gebunden vor, und treten erst nach Hydrolyse in 
Erscheinung. 








cle ANOLE LES TIL 








16 Ake Orstrém, 


b) Die statistische Bearbeitung der Ergebnisse 


In Anbetracht der groBen biologischen Variation des Materials 
und der oft kleinen Ausschlige erschien es notwendig, das Material 
in den wesentlichen Punkten statistisch zu bearbeiten. Bei den 
Untersuchungen hat es sich darum gehandelt, festzustellen, ob Ver- 
inderungen im Vergleich zu den unbefr. Hiern eintreten. Diese 
sind also als Nullpunkte angenommen, und die bei der Befruchtung 
eintretenden Veradnderungen als positive oder negative Unter- 
schiede davon ausgerechnet. Selbstverstandlich ist der Unter- 
schied nur ausgerechnet bei den paarweise zusammen gehGdrenden 
Analysen. Fisher (1936) gibt auf 8. 127 eine Tabelle an, die den 
Berechnungen bei diesen Versuchen zugrunde gelegt worden ist. 


Die Berechnungen des mittleren Fehlers des Mittelwertes (©) wurden nach 

der gew6hnlichen Formel ¢ = ee - | wu —~ vorgenommen, worin o die 
N N (N—-1) 

Dispersion, d die Abweichungen vom Mittelwert und N die Anzahl der Ana- 

lysen ist. . 

Um festzustellen, ob ein Mittelwert statistisch sicher ist, wird dieser (7) 
durch « dividiert M/s =t. Mit Hilfe von ¢ und der Anzahl Analysen 
—1(N —1) kann man dann aus Fishers (1936) Tabellen die Wahrscheinlich- 
keit (= P) ausrechnen. So kann man auch bei den kleinen Serien, um 
die es sich hier handelt (N zwischen 5 und 20) statistische Berechnungen an- 
stellen. Ein Ausschlag gilt als sicher, wenn P = 0,01 oder kleiner ist. Dieses 
bedeutet, daB nur 1°/, Wahrscheinlichkeit dafiir vorliegt, da8 der Wert 
auBerhalb des + t-Wertes liegt. 


c) Bestimmung der Ammoniakbildung bei der Entwicklungserregung 
Es wurde versucht, die Ammoniakbildung bei der Entwicklungs- 


gs 
erregung des Eies durch drei verschiedene Methoden zu bestimmen. 
1. Kochen des Eiwassers mit KOH. 
2. Durchliftung nach Nash und Benedict. 


3. Vakuumdestillation nach Parnas. 


I. Kochen des Eiwassers 


Die Kier und Spermien wurden abzentrifugiert, dem Ei- 
wasser der unbefr. Eier Sperma nach dem Zentrifugieren zuge- 
fiigt, das Ammoniak aus dem Eiwasser durch Kochen mit KOH 
abdestilliert und in einer bekannten Menge Salzsaiure aufgefangen, 
die nach der Destillation titriert wurde. Orstrém (1935a) fand 
auf diese Weise bei Paracentrotus lividus aus Roscoff bei der 


Befruchtung eine Zunahme von 2,5 + 0,27 Mikromol Ammoniak 
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in 1 ccm Hier. P < 0,01 (Mittelwert aus 9 Bestimmungen). Mit 
derselben Methodik wurde in einem Falle mit Eiern von Psamme- 
chinus miliaris aus Roscoff eme Zunahme von 2,5 Mikromol, in 
einem anderen Falle mit Eiern von Strongylocentrotus dréba- 
chiensis aus Kristineberg eine Zunahme von 5,65 Mikromol Am- 
moniak in 1 ccm Hier bei der Befruchtung gefunden. Strongylo- 
centrotus wurden lebend von Kristineberg nach Stockholm ge- 
schickt (etwa 500 km). In Stockholm wurden die Hiersuspensionen 
hergestellt und die Analysen ausgefiihrt. Die Kier lieBen sich nach 
diesem Transport zu 75°/, befruchten. Die Optimaltemperatur fiir 
diese Hier ist + 8°. 

Die Kurve 1 zeigt den zeitlichen Verlauf fiir Paracentrotus. 
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Fig. 1 
Durch Kochen mit KOH abspaltbares Ammoniak im Hiwasser bei der Entwicklungserregung. 
Die Befruchtung geschah bei 0 Minuten 


Es ist zu ersehen, da die Ammoniakbildung sich bei den 
unbefr. Eiern kontinuierlich fortsetzt, daB sie aber nach der Be- 
fruchtung plotzlich aufschnellt. und dann langsam wieder absinkt. 

Mit dieser Methode erhalt man nicht nur das freie Am- 
moniak, sondern daneben durch Hydrolyse freigemachtes Ammoniak 
aus komplexeren Substanzen. 


IJ. Durchliftung (nach Nash und Benedict 1921) 


Diese Methode sowie das unten beschriebene Verfahren nach 
Parnas sind eigentlich fiir Blut ausgearbeitet. Sie sind fiir See- 
igeleier modifiziert und sorgfaltig kontrolliert worden. Um be- 
kannte Mengen von zugesetztem Ammoniak von derselben Gré8en- 
ordnung wie die zu erwartenden Ausschlige quantitativ aus den 
Eiersuspensionen zuriick zu bekommen, muBte man 15 Minuten 
bei px 10 und bei einem Volumen von nicht mehr als 15 cem durch. 
luften. 6 Analysen wurden mit dieser Methode ausgefiihrt (vgl. Tab. 1), 
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In Vergleich mit den unten zu zeigenden Destillationen mit der 
Parnas-Methodik sind die .mit-dieser Methode gefundenen Werte 
hoch, was auf eine teilweise Hydrolyse hindeutet. 


Ill. Vakuumdestillation (mach Parnas) 


Die Ammoniakbildung wurde schlieBlich nach der Methode von Par- 
nas u.a. (1924, 1926) untersucht. 

Nachdem die Suspension mit 1/,) Vol. 30°/, Trichloressigséure fixiert war, 
wurden die Eier zerquetscht, entweder indem sie mit Sand zerrieben oder nach 
Vorschlag von Dr. Lindahl in einer Kaltemischung gefroren und dann zer- 
rieben wurden. . 

In der ersten Halfte der in der Tab. 2 angefiihrten Versuche. wurden die 
Eier mit Sand zerrieben. Hierbei wurde folgendermaBen verfahren: 

10 ccm Eiersuspension werden mit Iccm 30°/,iger Trichloressigsiure 
fixiert und die Suspension zentrifugiert, wodurch die Eier einen festen Kuchen 
am Boden des Zentrifugenrohres bilden. Die Fliissigkeit wird mit einer Pipette 
vorsichtig abgesaugt und quantitativ aufgehoben. Die Eier werden mit feinem 
Quarzsand zerrieben. Man nimmt so viel Sand, daB er bei den unbefr. Eiern 
etwa der Halfte des Kiervolumens entspricht, bei den befr. Eiern etwa doppelt 
soviel, da letztere viel schwerer zu zerreiben sind. Das Reiben wird so lange fort- 
gesetzt, bis das mikroskopische Bild eine ganz homogene Suspension von feinen 
K6rnern zeigt. Das abpipettierte Eiwasser wird dann dem Elierbrei zugesetzt 
und eine homogene Suspension bereitet. Der Sand sinkt nach einigen Sekunden 
zu Boden und 1a8t sich leicht von den feinen Partikeln der Eiersuspension, die 
sich lange schwebend halten, trennen. 5 ccm von dieser homogenen sandfreien 
Suspension wurden dann zur Analyse genommen. Wenn befr. und unbefr. Eier 
verglichen werden, so wird immer zu 5 ccm dieser homogenen Suspension der 
unbefr. Eier 1 Tropfen Spermasuspension zugesetzt. Diese wurde durchgehend 
fiir die hier und in den folgenden Kapiteln beschriebenen Analysen ausgefiihrt. 

Was das Gefrieren der Suspensionen anbetrifft, so ist diese Methode der 
anderen vorzuziehen, wenn man mit Suspensionsmengen von nicht tiber 10 ccm 
arbeitet. 

Die fixierte und zermahlene Probe wurde mit gesattigter Natriumcarbo- 
natlésung bis zu deutlicher Rotfarbung von Phenolphthalein neutralisiert. 
Mehr als 5—10 ccm Suspension sollen nicht verwandt werden, ‘da sonst die 
Genauigkeit der Resultate leidet. 

Die Destillationen wurden sodann in dem von T. Teorell (1932) modifi- 
zierten Parnas- Apparat mit Normalschliff ausgefiihrt. Das Wasser im Wasser- 
dampfentwicklungskolben war mit KH,PO, angesduert. Vor jeder Analysen- 
serie wurde der Apparat so lange ausgekocht, bis unter den“Analysenbedin- 
gungen kein Ammoniak mehr nachweisbar war. Als Vorlage diente bei nach- 
folgender colorimetrischer Bestimmung: des Ammoniaks mit Nesslerreagens 
1 ccm n-Salzsaure oder, falls die Analyse titrimetrisch ausgefiihrt werden sollte, 
eine bekannte Menge n/100-Salzsaure, die nach beendigter Destillation mit 
n/100-NaOH zuriicktitriert wurde (Tashiros Indicator nach den Vorschriften 
Embdens 1928). Die Biirette war auf 0,005 ccm genau ablesbar. 

Bei der colorimetrischen Bestimmung wurde folgendermaBen verfahren: 
Bei Ammoniakmengen von 0,5—2 Mikromol wurden nur etwa 8 ccm Wasser 
uberdestilliert und dann auf 10 ccm aufgefiillt. Handelte es sich um gréBere 
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Ammoniakmengen, so wurden etwa 15 ccm iiberdestilliert und auf 20 ccm oder 
mehr aufgefillt. Es wurde nun 1/,, Volumen Nesslerreagens (nach Peters und 
Van Slyke 1932) hinzugefiigt und gegen einen Standard colorimetriert, der 
in bezug auf Salzsiure und Reagenzgehalt der Probe gleich war. Es wurde 
festgestellt, daB8 0,5—5 Mikromol Ammoniak colorimetrische Werte ergeben, 
die auf einer geraden Kurve liegen. 

Um die Exaktheit der Ammoniakbestimmungen bei dem titrimetrischen 
und colorimetrischen Verfahren zu erfahren, wurden Doppelbestimmungen 
ausgefiihrt. Der dabei gefundene niedrigste Wert wurde gleich 100 gesetzt 
und der héchste Wert hierauf bezogen. In einer Serie von 10—20 Doppel- 
bestimmungen wurde dann der Mittelwert und der mittlere Fehler ausgerechnet. 
Dieser Mittelwert zeigt, wie groB die Schwankungen im Verhaltnis zu dem 
niedrigsten Wert sind. Je kleiner er ist, desto besser ist die Methode. Die 
unten angefiihrten Bestimmungen beziehen sich auf Versuche mit Seeigeleiern 
oder Brei. Beim Arbeiten mit reinen Ammoniumsalzlésungen sind die 
Methoden exakter als hier angegeben. 

Auf titrimetrischem Wege wurden Mengen von 10—100 Mikromol 
Ammoniak bestimmt. Zugesetzte bekannte Mengen von Ammoniumsalz 
wurden in diesem Gebiet quantitativ zuriickgewonnen. 

Doppelbestimmungen, die im Gebiet zwischen 24 und 30 Mikromol Am- 
moniak ausgefiihrt wurden, ergaben in einer Serie von 10 Bestimmungen eine 
héchste Abweichung von 3,5°/, und eine niedrigste von 0,5°/5. Mittelwert der 
Abweichung 1,25°/, + 0,7. 

Mit Nesslerreagens wurden Mengen zwischen 0,5 und 5 Mikromol Am- 
moniak colorimetriert. Zugesetzte Ammoniakmengen wurden in diesem 
Gebiet auch quantitativ zuriickgefunden. 

Schwankungen der Doppelbestimmungen bei einer Konzentration von 
etwa 2,5 Mikromol Ammoniak: 18 Bestimmungen mit einer héchsten Ab- 
weichung von 9°/, und einer niedrigsten von 0,5°/). Mittelwert der Ab- 
weichung 1,5°/, + 0,5. 

Bei etwa 1,0 Mikromol Ammoniak: 20 Bestimmungen mit einer héchsten 
Abweichung von 15°/, und niedrigsten 0°/). Mittelwert der Abweichung 
3°/5 + 0,8. 

Bei etwa 0,5 Mikromol Ammoniak: 20 Bestimmungen mit einem héchsten 
Wert von 22°/, und niedrigstem 0,5°/,. Mittelwert der Abweichung 
49/, + 1,5. 


In der untenstehenden Tab. 2 sind die mit der Parnas- 
Apparatur ausgefihrten Versuche tiber die Ammoniakbildung bei 
der Entwicklungserregung zusammengestellt. Die Angaben in 
Mikromol Ammoniak. Ammoniak hier colorimetrisch bestimmt. 
Die erste Halfte der Versuche zeigt die Analysen von vollstandigen 
Suspensionen, die zweite Hialfte die Analysen von proteinfreien 
Extrakten (mit Uranylacetat deproteinisiert, vgl. Kapitel 5). Diese 
beiden Analysenserien ergaben fast dasselbe Ergebnis und sind in der 
statistischen Berechnung zusammengestellt. Die Analysen der protein- 
freien Kxtrakte sind mit kleineren Suspensionsmengen ausgefiihrt, 
einer langeren Prozedur unterworfen und deshalb etwas unsicherer. 
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Tabelle 2 





Ammoniakbildung bei der Entwicklungserregung des Eies 


von Paracentrotus lividus 


Zusammenstellung der Versuche, die mit Hilfe der Parnasmethodik 


ausgefiihrt sind 


1. Ammoniakgehalt der Eiersuspensionen 





1. Ganze Susp. 


2. a) 99 99 
b) Hier?) 
c) Eiwasser 


3.a)GanzeSusp. 
b) Eier’) 


4. a) Kier?) 
b) Eiwasser 


5. Ganze Susp. 














| " Experimentell gefundene Werte 
| . | 180 | eem ]. | 
Unbefr.| 10 Min Min. | Susp. | Unbefr.| 
Kier | Ee; Tr. | befr. zur Kier 
id | Eier |Analyse 
043 [045 | — | 445 | 1,47 
0,291 | 0485 — | 4,45 | 1,00 
12 |2314 | — | 16 1,33 
0,194 | 0,45 | — | 5 (0,570) 
0,388 | 0,388 — | 4,45 | 1,34 
249 | 3,60 | — | 25 1,55 
2,28 | 297 | — | 25 1,42 
0,377 | 0,228 — | 5 (1,10) 
0,262 | 0,331 | — | 4,45 | 0,90 








+ 0,106 | 


| Mittel: 1,29 | 


Auf 1 ccm Eier umgerechnet 


seeiaiieeemnal 


10 Min.) 180 | Ammoniak- 
befr, | im. | veranderung 


| 10 Min. nach 


: | befr. 
Kier | Eier 


ins: 


166 — 
‘se  — 
(0,720) 


134 | — 
a 
16 | — 
(0,67) | 


Befr. 


ai = | 


172° 
+1,75 


2. Ammoniakgehalt in proteinfreien Extrakten 


+- 0,09 


+ 0,66 
+ 0,90 
(+ 0,15) 
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0,113 | 0,136 | 0,066 | 1,12 | 1,58 | 1,90 | 0,92 
0,168 0,208 0,121 | 3,0 0,87 1,09 | 0,63 
0,25 | 0,437 | 0,354 | 2,11 | 185 3,24 | 2,63 
0,117 | 0,31 | 0,127 | 2,04 | 0,90 | 2,38 | 0,97 
0,162 | 0,14 — | 444 |] 0,57 | 049 |} — 
0,64 0,81 a 417 | 240 | 3,04 | — 
0,155 | 0305 — 4,64 | 0,53 | 1,05 | — 
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Mittel: 1,24 | 1,88 
+0,27 | +0,40 


~) 


“ 


Summe von 1. und 2. Mittel: 


1.26 | 





+0,14 +0,21 


*)n=14, p< 0,01 


1,80 
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_ *) Den Eiern wurde vor und nach der Befruchtung das obenstehende 
Eiwasser entfernt, die Hier dann fixiert und der Ammoniakgehalt in den 
Kiern analysiert. Nur in dieser Weise konnten gréBere Mengen Kier analy- 
slert werden, da unter den Analysenbedingungen nur etwa 5 ccm Probe 
oe werden durften, und die gewdhnliche Eiersuspension nur etwa 
ri lo Kier enthielt. Die nach dem Zentrifugieren fixierten Eier zeigen héhere 

mmoniakwerte als die vor dem Zentrifugieren fixierten Eiersuspensionen. 
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Aus der Tab. 2 ist ersichtlich, daB eine Ammoniakbildung in 
12 von den 14 untersuchten Fallen bei der Entwicklungserregung 
zu beobachten ist. Diese ist statistisch sicher mit einem Mittelwert 
von + 0,54 Mikromol Ammoniak pro Kubikzentimeter Hier und 
p < 0,01. Der héchste Wert ist 1,48 und der niedrigste 0,22 Mikro- 
mol Ammoniak per Kubikzentimeter Eier, von den zwei negativen 
Resultaten abgesehen, die 0 bzw. 0,08 betragen. 

Wird nur das Vorzeichen und nicht der zahlenmaBige Wert 
beriicksichtigt, so kann nach Fisher berechnet werden, da man 
nur in einem von 179 Fallen eine ahnliche Serie wie in der 
Tab. 2 (12 positive und 2 negative Vorzeichen, null als negativ 
betrachtet) erhalten wiirde, wenn negative und positive Vor- 
zeichen in gleicher Anzahl vorhanden waren. 

Versuche mit Parnasdestillation zeigen, daBim Eiwasser die Menge 
des freien Ammoniaks bei der Entwicklungserregung nicht zunimmt. 
Das durch Kochen mit KOH gebildete Ammoniak entsteht dadurch, 
daB im Eiwasser Stoffe vorhanden sind, diedurch das Kochen gespalten 
werden. Diese Substanzen bilden sich mit groBer RegelmaBigkeit bei 
der Entwicklungserregung und stammen nicht etwa vom Sperma oder 
von aufgelésten Gallerthiillen. Sie entstehen vielmehr, wenn Sper- 
mium und Ei aufeinander einwirken. Versuche wurden unternommen, 
diese Substanz zu isolieren. Mit Ca- oder Mg-Hydroxyd wird sie 
quantitativ ausgefallt im Gegensatz zu Ammoniak, das in diesen 
Konzentrationen nur zu etwa 10°/, mitgerissen wird. Sie fallt auch 
mit Phosphorwolframsaiure aus. Es hat sich weiter gezeigt, daB 
sie sehr labil ist, so da8 sehr leicht auch in saurer Lésung Ammoniak 
abgespalten wird. Da sie in so kleinen Mengen gebildet wird, daB 
die Isolierung schwierig ist, wurde die weitere Analyse nicht fort- 
gesetzt. Auf Grund der Glutaminanalysen (vgl. Kap. 5) ist die 
Vermutung naheliegend, daB im Befruchtungsaugenblick Sub- 
stanzen vom Ki in das Eiwasser abgeschieden werden, méglicher- 
weise Glutaminylpolypeptide. Um eine Neubildung von Glutamin 
kann es sich nicht handeln, denn Glutamin fallt nicht mit Phos- 
phorwolframsaure. Vielleicht besteht ein Zusammenhang mit der 
Permeabilitatssteigerung bei der Entwicklungserregung, indem sonst 
nicht ausdiffundierende Substanzen aus dem Ei ins Seewasser iiber- 
gehen, oder auch mit den strukturellen Verainderungen, die bei der 
Entwicklungserregung in der Rinde auftreten (vgl. Kapitel 8). | 

Die Ammoniakbildung bei der Entwicklungserregung wird auch | 
durch die Desaminierungsversuche und die Bestimmung der Oxy- 
purine bei der Entwicklungserregung bestitigt. 
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Der Wert fiir freies NH, im Seeigelei sinkt, wenn die Methode 
verbessert wird. Dasselbe wurde auch fiir den Ammoniakgehalt im 
Siugetierblut konstatiert (vgl. Parnas und Kliesiecki 1926, und 
Schneller 1985). Nencki und seine Schiiler fanden 0,30 mg 
Ammoniak-N in 100 cem Blut (arterielles vom Hund). Sie destil- 
lierten 3 Stunden lang im Vakuum ohne Wasserdampf durchzu- 
leiten. Nash und Benedict (1921) geben fiir das arterielle Blut 
des Hundes nur 0,10 mg-°/, an. Dieses Ergebnis erhielten sie auf 
Grund ihrer Durchliftungsmethode. 

Parnas u. a. (1926) geben einen Mittelwert von 0,03 mg-®/) an 
nach 5 Minuten Vakuumdestillation mit Wasserdampf. 

Conway (1935) findet mit der Diffusionsmethode tiberhaupt kein 
Ammoniak im Blut, wenn es unter Kohlensaéuredruck entnommen 
wird. Da er aber fiir die Bestimmung des Ammoniaks mit sehr ver- 
diinnten Saurelésungen arbeitet (bis n/5000), so ware es méglich, daB 
die anwesende groBe Kohlenséiuremenge das Ergebnis beeinfluBt hat. 


3. Ammoniakschwund in den befruchteten Eiern nach der 
Entwicklungserregung 


Die Ammoniakbildung hat nach hier nicht angefiihrten Ver- 
suchen etwa 5 Minuten nach der Befruchtung 90°/, ihres totalen 
Wertes erreicht, sie geht parallel mit der in Fig. 1 abgebildeten Kurve. 
Sie stellt demzufolge eine unmittelbar nach der Befruchtung schnell 
ablaufende Reaktion dar, deren Geschwindigkeit sehr bald abnimmt, 
um etwa 10 Minuten nach der Befruchtung aufzuhéren. Im weiteren 
Verlauf der Entwicklung nimmt die Ammoniakmenge dann wieder ab. 


Ammoniakmenge in befr. Eiern zu verschiedenen Zeiten 
nach der Befruchtung 
Zu jeder Bestimmung 10cem Suspension (0,64 eem Eier enthaltend), 


in leem Trichloressigsiiure fixiert und mit Sand zermahlen. Ammoniak 
durch Parnasdestillation und Nesslerisierung bestimmt. 


























Zeit in Min. Entwicklungs- |Gefundener}| Auf 1 ccm Veraneees gti 
nach Befr. stadium Wert Eier bps celery 
2 Membrane gebildet 0,615 0,960 --- 

70 2-Zellenstadium 0,485 0,760 —0,200 
120 4-Zellen 0,517 0,810 —0,150 
180 16-Zellen 0,374 0,585 —0,375 
250 64-Zellen 0,282 0,440 —0,520 
300 Kleine Blastulae 0,246 0,385 —0,575 
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In der untenstehenden Tabelle sind die Versuche tiber die Ab- 
nahme des Ammoniaks nach der Entwicklungserregung zusammen- 
gestellt. Ammoniak mittels Parnasdestillation und Nesslerisierung 
bestimmt. 


Ammoniakschwund in befr. Eiern nach der Entwicklungserregung 


Die Angaben beziehen sich auf 1 cem Eier. In den Fallen, in denen 
auch der Ammoniakgehalt des unbefr. Eies bestimmt wurde, ist dieser 
mit aufgefiihrt. 





























Ammoniak-_ | Veranderung der 
Unbefr. | Befr. Eier | Befr. Eier bildung Ammoniakmenge 
Kier 10 Min. 180 Min. 10 Min. 10—180 Min. 
nach Befr. nach Befr. 

1 1,58 1,90 0,92 + 0,32 — 0,98 
2 0,87 1,09 0,63 + 0,22 — 0,46 
3 1,85 3,24 2,63 + 1,39 — 0,61 
4 0,90 2,38 0,97 + 1,48 — 1,41 
5 — 0,96 , 9,58 — — 0,37 
6 — 1,41 1,02 — — 0,39 
7 — 0,91 0,84 — — 0,07 
Mittel: 1,71 1,09 — ie rig 
p = 0,01 











Aus der Tabelle ist ersichtlich, daB eine Abnahme der Ammo- 
niakmenge zwischen 10—180 Minuten stattgefunden hat. Diese Ver- 
anderung ist statistisch sichergestellt, wenn nur das Vorzeichen und 
nicht der zahlenmafSige Wert beriicksichtigt wird. Nach Fisher 
kann man berechnen, daf man nur in einem von 128 Fallen eine 
aihnliche Serie (7 negative Vorzeichen) erhalten wiirde, wenn nega- 
tive und positive Vorzeichen in gleicher Anzahl vorhanden waren. 

Die Veranderung der Ammoniakmenge im Verhialtnis zu der 
unbefruchteten Kontrolle, die 10 Minuten nach der Befruchtung 
gefunden wurde, ist 180 Minuten nach der Befruchtung nicht mehr 
vorhanden. Die Veranderung 180 Minuten nach der Befruchtung 
betrug + 0,17 + 0,165 (n =8) im Verhalinis zu der unbefr. Kon- 
trolle und ist also nicht statistisch gesichert. Dieses bedeutet, daB 
die bei der Entwicklungserregung aufgetretene Ammoniakmenge 
wieder verschwindet, und bestatigt somit die obenstehende Tabelle. 

Diese Verhialtnisse lassen sich graphisch folgendermafBen dar- 
stellen. 

Den in der Fig. 2 gegebenen Punkten liegen die in den Tabellen 
angefiihrten Mittelwerte zugrunde. 
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Die Kurve besteht aus 8 verschiedenen Teilen und zeigt, daB 
1. vor der Befruchtung die Werte allmahlich steigen, 
2. bei der Entwicklungserregung sie stark ansteigen und 
3. nach der Entwicklungserregung allmahlich sinken. 


Der erste Teil der Kurve stellt die Ammoniakbildung in den 
unbefr. Eiern dar. Dieser Teil ist der unsicherste, da die unbefr. 
Bier leicht cytolysieren und es schwierig ist, zu entscheiden, ob die 
Ammoniakbildung vom normalen Stoffwechsel herrithrt oder ein 
Cytolysephanomen darstellt. Viele hier nicht angefiihrte Versuche 
iiber die Ammoniakbildung bei den unbefr. Eiern haben gezeigt, 
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Fig. 2 

Veriinderung des Ammoniakgehaltes im Seeigelei bei der Entwicklungserregung 

und der weiteren Entwicklung 


daB sie im unbefr. Ei immer stattfindet und oft mit der Zeit 
zunimmt. Beim Versuch wurden die EHiersuspensionen im Erlen- 
meyerkolben geschiittelt, und es ist méglich, daB sie dabei teilweise 
ihre Gallerthillen verlieren und cytolysieren. Andererseits geht aus 
den unten besprochenen Enzymversuchen ganz deutlich hervor, 


da8 im unbefr. Ei Desaminasen vorliegen, so daB Ammoniak ge- 
bildet werden kann. 


Sollte tatsichlich eine Ammoniakbildung vorkommen, so ist 


sie klein und betraégt nur 0,1—0,5 Mikromel Ammoniak fiir 1 ecm 
Kier und Stunde. 


Was den zweiten Teil der Kurve mit dem Anstieg des 
Ammoniakgehaltes bis zu etwa 10 Minuten nach der Befruch- 
tung anbetrifft, so kénnte man auch hicrin Cytolysenphanomene 
sehen, indem die Hier in diesem Stadiuin besonders empfindlich 
sein kénnten (vgl. hierzu, daB nach Lindahl 1988b unter Um- 
stinden arteigene Spermien cytolysierend wirken kénnen). Eine 
solche Cytolyse wurde aber unter den Versuchsbedingungen in 
keinem Falle wihrend der ersten 10 Minuten nach der Befruchtung 
beobachtet. Die Cytolyse wurde entweder im Mikroskop oder im 
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EKiwasser verfolgt. Besonders das Eiwasser zeigt schon bei Spuren 
von Cytolyse, die im Mikroskop nicht zu sehen sind, eine milchige 
Tribung. AuBerdem lehrt die allgemeine Erfahrung aus vielen 
Ziichtungsversuchen, daB die Eier unter den Versuchsbedingungen 
(Massenkulturen in Erlenmeyerkolben geschiittelt) nicht gelitten 
hatten, sondern sich zu normalen Plutei entwickelten. Die nach- 
gewiesene Ammoniakbildung beruht also auf dem Stoffwechsel der 
Zelle und ist nicht durch die Versuchsbedingungen hervorgerufen. 


Im dritten Teil der Kurve, wo die Ammoniakmenge wieder 
abnimmt, braucht man keine solchen Cytolysenphéinomene zu be- 
firchten. In diesem Stadium sind die Eier sehr resistent gegen 
mechanische Schadigungen. 


Die Kurve der Ammoniakbildung bei der Muskelkontraktion 
zeigt dieselbe Form wie die hier fiir das Seeigelei gefundene. 


Die Ammoniakbildung bei der Muskelkontraktion schwankt 
innerhalb ziemlich weiter Grenzen. Rechnet man aber die Angaben 
Embdensu. a. 1928b, 8. 157, auf Mikromol Ammoniak pro Gramm 
Feuchtgewicht um, so erhalt man fiir die Froschmuskulatur Werte, 
die zwischen 0,09—1,55 Mikromol liegen, also von derselben GréBen- 


ordnung sind, wie die bei der Entwicklungserregung des Seeigeleies: 
erhaltenen. 


4, Ammoniakbildung und andere Stoffwechselverinderungen 
bei parthenogenetisch angeregten Eiern 


Orstrém (1985) hat bereits kurz iber Ammoniakbildung bei 
Parthenogenese berichtet. Die Ergebnisse sollen hier ausfiihrlicher 
mitgeteilt werden. In Roscoff ist es ziemlich schwer, eine vollstindige 
Parthenogenese zu bekommen, bei der sich die Kier zu Plutei ent- 
wickeln. Dagegen ist es leicht, eine Entwicklungserregung z. B. mit 
hypertonischer Lésung zu erzielen. Bei solcher Behandlung treten 
die ersten Zeichen einer Entwicklung auf. Die Kerne fangen z. B. 
an, nach dem Zentrum zu wandern, und im Zellplasma treten 
fibrillare Strukturen auf (Runnstrém 1928b). Diese Verinde- 
rungen treten im befr. Ki etwa 10—20 Minuten nach der Be- 
fruchtung auf. Die hypertonisch angeregten Hier zeigen auch 
eine Atmungssteigerung, eine Saurebildung, ahnlich den Er- 
scheinungen bei der Entwicklungserregung mit Sperma (Runn- 
strém 1933b) und auch einen Kohlenhydratabbau (Orstrém und 
Lindberg 1940), Dagegen kénnen sich mit hypertonischer Lésung 
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angeregte Hier nicht entwickeln und cytolysieren im allgemeinen. 
In Ausnahmefallen entwickeln sich bis 10°/, der so an- 
geregten Hier. 


Im Hinblick auf diese vielen Ahnlichkeiten beziiglich des Stoff- 
wechsels und der Morphologie wihrend der Entwicklungserregung 
der gewohnlich befr. und der hypertonisch angeregten Kier wurde 
auch die Ammoniakbildung der pathogenetisch angeregten Hier 
verfolgt. Der unten angefiihrte Versuch zeigt, daB auch hier 
Ammoniak gebildet wird, und zwar um so mehr, je starker die 
Hypertonie war. 


Ammoniakbildung in unbefr. Eiern durch Hypertoniebehandlung 


Zu je 10cem unbefr. Eiersuspension wurden die unten an- 
gegebenen Mengen gesittigter NaCl-Lésung (etwa 33°/,) gegeben 
und simtliche Proben mit Seewasser zum gleichen Volumen auf- 
gefiillt (11,75 cem). Nach 60 Minuten langem Schiitteln wurden die 
Kier fixiert und nach Nash und Benedict die Ammoniakmengen 
bestimmt (Nesslerisierung). 


cem gesittigtel] NaCl-Lésung zu je 10 cem Eiersuspension 0,75 1,25 1,7 
Ammoniak in Mikromol pro cem Eier . . . . . . . 1,64 1,85 2 


In der untenstehenden Tabelle sind die Stoffwechselverinde- 
rungen bei Hypertoniebehandlung und bei gewohnlicher Befruch- 
tung miteinander verglichen. Die Salzkonzentration betrug 1,75 ccm 
gesittigte NaCl-Lésung zu je 10 cem Eiersuspension. Angaben in 
Mikromol pro Kubikzentimeter Fier. Die Versuche sind mit Eiern 
von Paracentrotus lividus in Roscoff ausgefiihrt. 


Vergleich der Stoffwechselverianderungen bei Hypertoniebehandlung 
und bei gewéhnlicher Entwicklungserregung ‘ 














Hypertonie- " , 
behandlung | 0° O Min’ nach 
unbefr. Eier 
eo wahrend 10 Min. Spermazusatz 
Ammoniakbildung . . | + 2,29 *) 4 1,38 
(Durchliiftungsmethode) . . 
Glykogenabbau . . . . —10,6 —10,6 ° re le 
anions cue arts + 7,4 +. 6,7 Runnstrém 1933 b 
tmungssteigerung. _ ‘ , Orstrém unpubl., 
+¢ + 23 Runnstrém 1933 b 


*) Ausnahmsweise nach 60 Minuten Behandlung. 
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Der zeitliche Verlauf bei der Ammoniakbildung nach Hyper- 
toniebehandlung zeigt eine ahnliche Kurve wie bei der gewéhnlichen 
Entwicklungserregung. Das Maximum tritt jedoch etwa 10 Minuten 
spiter ein, und gebildetes Ammoniak verschwindet im allgemeinen 
nicht wieder. | 

Die durch Hypertoniebehandlung hervorgerufenen Verinde- 
rungen des Stoffwechsels sind also im groBen und ganzen dieselben 
wie bei der gewohnlichen Entwicklungserregung. Dieses trifft jedoch 
nur bei gewissen Hypertoniekonzentrationen zu. Bei schwacherer 
Hypertonie sind die Veranderungen nicht so markant, bei starkerer 
Hypertonie dagegen ausgeprigter (Atmung, Sdurebildung und 
Ammoniakbildung analysiert, vgl. z.B. Borei 1935 und Runn- 
stré6m 1933b). 

Der Ausgangspunkt fiir die weitere Analyse ist die Annahme, 
daB eine solche 3-phasige Kurve, wie man sie fiir die Ammoniak- 
bildung bei der Entwicklungserregung und Entwicklung des Eies 
findet, eine biologische Bedeutung haben mu8. Um diese Bedeutung 
zu klaren, muB man die Faktoren kennen, die der Ammoniakbildung 
zugrunde liegen, d.h. die Einwirkung des Spermiums, die chemischen 
Reaktionen, wodurch Ammoniak gebildet wird, und wie diese letz- 
teren mit anderen Reaktionen verkoppelt sind. Dabei ist nicht nur 
auf die chemischen, sondern auch auf die morphologischen und phy- 
siologischen Vorginge Riicksicht zu nehmen. Das ganze Problem 
der Entwicklungserregung wird hier aufgerollt. 


5. Verhalten der Eier unter anaeroben Bedingungen 


Im Ejiwasser ist unter verschiedenen physiologischen Um- 
stinden die oben erwaéhnte leichthydrolysierbare Substanz, die 
nach Kochen mit KOH Ammionak abspaltet, analysiert worden. 
Sie gehért zwar nicht direkt zam Ammoniakstoffwechsel, aber da 
die Bildung dieser Substanz und des Ammoniaks bei der Entwick- 
lungserregung parallel verlaufen (vgl. Fig. 1 und 2), kénnen die hier 
beschriebenen Verhaltnisse méglicherweise auch in bezug auf den 
Ammoniakstoffwechsel von Interesse sein. Nach der Entwicklungs- 
erregung verschwindet die leichthydrolysierbare Substanz unter 
aeroben Verhaltnissen, wihrend anaerob ihre Neubildung weiter- 
lauft. In einem Versuch wurde z. B. in Luft bis 3 Stunden nach 
der Befruchtung die gewohnliche Abnahme festgestellt (vgl. Kurve 1), 
wahrend in Stickstoff kontinuierlich etwa 1,3 Mikromol hydroly- 
sierbares Ammoniak pro Stunde und Kubikzentimeter Eier ge- 
bildet wurde. 
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Die Spermien von Paracentrotus lividus verlieren in Stickstoff 
schnell ihre Beweglichkeit. (Uber anaerobe Befruchtung der See- 
igeleier vgl. z.B. Runnstrém 1930b, E. B. Harvey 1930 und 
Barron 1932.) Die Kier wurden deswegen mit Séure von ihren 
Gallerthiillen befreit, damit die Spermien so in direkten Kontakt 
mit der Eioberfliche kommen. Ferner wurde Sperma in ziemlich 
groBen Mengen zugesetzt. Auf diese Weise konnte 100°/jige Be- 
fruchtung bei vollstandiger Anaerobie erzielt werden. Andererseits 
waren die zugesetzten Spermamengen so gro, daB die Korrektionen 
dadurch ziemlich erheblich wurden. Die Befruchtung in n/2000- 
Kaliumcyanid gelang bis zu 70—80°/), und die Werte wurden dem- 
entsprechend korrigiert. Wegen dieser Schwierigkeiten bei der 
Befruchtung wurden ferner auch Parthenogeneseversuche aus- 
gefilhrt. (Konzentration der Hypertonielésung 1,25 cem konzen- 
trierter NaCl-Lésung in 10 ccm Eiersuspension). Bei der Hyper- 
toniebehandlung mu8 man auf die Gefahr der Cytolyse achten. 

Folgende Werte wurden erhalten: 

Die Ammoniakzunahme bei den entsprechenden Kontrollen 
unter aeroben Bedingungen ist gleich 100 gesetzt und die Ver- - 
anderung darauf bezogen. 


Bei Befruchtung in Stickstoff . . . 187 + 27 (6 Versuchsreihen) 


Bei Befruchtung in n/2000-KCN . . 163 + 13,5 p < 0,01 (11 Versuchsreihen) 
Bei Parthenogenese in Stickstoff. . 144 (3 Versuchsreihen) 


Bei Parthenogenese in n/2000-KCN 208 + 24 p<0,01 (5 Versuchsreihen) 


Die leicht hydrolysierbaren Substanzen nehmen also im Ei- 
wasser unter anaeroben Verhaltnissen mit Sicherheit zu. Es ist 
aber durch diese Versuche nicht entschieden, ob es sich um ein 


Permeabilitatsphanomen handelt, oder ob der Stoffwechsel direkt 
verandert worden ist. 


Kapitel 8 


Die enzymatische Ammoniakbildung im Brei von Seeigeleiern 
und ihre Aktivierung durch Spermazusatz 


1. Die Enzymwirkungen bei der Entwicklungserregung des Eies. 
5 Die Reaktionen des enzymatischen Ammoniakumsatzes in der Zelle. 
3. Die enzymatische Desaminierung im Brei von unbefruchteten Seeigeleiern. 
a) Die Herstellung und Priifung der fir Seeigeleier verwendeten Salz- 
mischung. 
b) Die Desaminierung verschiedener stickst 
von unbefruchteten Seeigeleiern. 


c) Die Wege des Abbaues von Adenylsaure im Brei von unbefruchteten See- 
igeleiern. 


d) Die Des 


offhaltiger Substanzen im Brei 


aminierung im Brei zu verschiedenen Zeiten nach der Befruchtung. 
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4. Die Desaminierung in cytolysiertem Sperma. 

5. Die Aktivierung der Ammoniakbildung in einer Mischung von cytolysiertem 
Sperma und Brei von eta Seeigeleiern. 
a) Nicht dialysierte Breie. 
b) Dialysierte Breie und Extrakte. 

6. Der mutmaBliche Verlauf der Aktivierung. 


1. Die Enzymwirkungen bei der Entwicklungserregung des Eies 


Nach Loeb und anderen sind die Faktoren, die die Entwicklung 
im unbefr. Ei hervorrufen, ihrer Natur nach Enzyme (vgl. z. B. 
Loeb 1909, Woodward 1918 und Tyler 1939b). Viele Versuche 
sind ausgefiihrt worden, um in Extrakten von Eiern und Sperma 
Enzyme nachzuweisen, die die Entwicklung hervorrufen kénnen. 
Gies (1901) versucht, von Loeb angeregt, mit den verschiedensten 
Mitteln, die damals bekannt waren, Enzyme aus den Spermien zu 
extrahieren, um mit den Extrakten die Entwicklung der unbefr. 
Seeigeleier anzuregen. Seine Versuche fielen vollstandig negativ aus. 
In Anbetracht der Moglichkeit, da8 ein Enzym erst durch Kontakt 
von Sperma und Ki gebildet werden kunnte, untersuchte er ferner 
Extrakte von befr. Hiern, die jedoch auch unwirksam waren. Gies 
macht darauf aufmerksam, da8 die Enzyme, selbst wenn sie im 
Extrakt vorhanden sind, vielleicht unwirksam waren, weil sie nur 
langsam in das Ei diffundierten. Warburg (1910) versuchte die 
schwierige Permeabilitaétsfrage auszuschalten, indem er mit poly- 
spermen Seeigeleiern arbeitete. Er untersuchte Atmung und Lipase- 
wirkung. Wenn die Spermien intracellulare Fermente enthalten, so 
sollte die Reaktionsgeschwindigkeit in polyspermen Eiern starker 
zunehmen. Er fand aber keinen wesentlichen Unterschied und 
konnte also fiir die Mitwirkung intracellulirer Fermente bei der 
Entwicklungserregung keine experimentellen Grundlagen finden. 

Hinsele (1930/31) injizierte Kier von Rana fusca mit zellfreiem 
wiBrigem Extrakt aus Spermien und fand bei richtiger Konzentra- 
tion des Spermaextraktes eine prozentual genommen gréBere Zahl 
von Fallen, in denen eine Entwicklung zustande kam, als bei der 
Injektion von Wasser allein. 

Parat (1933) injizierte sowohl Atherdialysat wie dialysierte und 
filtrierte Lésungen von Testikeln von Rana fusca mit einer Mikro- 
pipette in die Kier dieser Spezies und fand dieselben Ergebnisse wie 
HKinsele. AufSerdem praparierte Parat die Acrosomen der un- 
gewohnlich groBen Spermien von Discoglossus frei und injizierte 1 
oder 2 Acrosomen in die Hier von Discoglossus. Es konnte eine 
Entwicklung beobachtet werden. Irgendwelche Kernbestandteile 
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wurden nicht mit iibertragen, was mit Hilfe einer leichten Farbung 

mit Neutralrot festgestellt wurde. Es ist auffallend, da8 im Acrosom 

auch die lytischen Wirkungen anzutreffen sind, welche die die Kier 
_umgebenden Hiillen aufzulédsen vermogen. 

Sampson (1926) hat den EinfluB von Spermafiltraten und 
Dialysaten auf Hier derselben Spezies untersucht und eine leichte 
Aktivierung erhalten. Die im Extrakt wirksame Substanz ist nicht 
kolloidal und die Wirkung verschwindet beim Kochen nicht voll- 
stindig, wenn sie auch manchmal etwas abnimmt. (Vgl. dic Gamon- 
wirkungen, die ebenfalls ziemlich warmeresistent sind.) Die Akti- 
vierung besteht in Formveranderungen, Kern- und Zellteilungen und 
Fragmentierung der Kier. Sampson untersuchte Nereis limbata, 
Arbacia punctata, Strongylocentrotus purpuratus und fransiscanus. 

Umgekehrt hat man die Wirkung von Hierextrakt auf die Sper- 
mien untersucht. J.de Meyer (1911) stellte Kierextrakt durch 
Schiitteln der unbefr. Kier von Echinus microtuberculatus mit dem 
gleichen Volumen Seewasser her und filtrierte, bis eine klare Lésung 
entstand. In diesen Extrakt wurden die Spermien derselben Spezies 
gebracht. Sie zeigten charakteristische Veranderungen, wie sie bei 
der gewohnlichen Befruchtung auftreten, sobald das Spermium ins 
Ki eingedrungen ist: eine auBerordentliche Quellung der Spermien- 
kopfe und Veraénderungen des Mittelstiickes. 


2. Die Reaktionen des enzymatischen Ammoniakumsatzes in der Zelle 


Ks ist nach der heutigen Auffassung klar, daB die Kntwicklungs- 
erregung nicht von einer Substanz bewirkt wird, sondern von meh- 
reren Enzymsystemen, die durch ihr Zusammenwirken Morpho- 
genese und Stoffwechsel des befr. Eies in Gang setzen. Um die 
Vorginge bei der Entwicklungserregung zu analysieren, muB eine 
einfache biochemische Reaktion herausgegriffen werden. Sind erst 
auf diese Art einige Reaktionen untersucht, so kann man ver- 
suchen, sie zusammenzuordnen und in Korrelation mit den morpho- 
logischen Verhaltnissen zu bringen. 

Im folgenden werden Versuche iiber die enzymatische Am- 
moniakbildung im Brei von Seeigeleiern unter verschiedenen Be- 
dingungen mitgeteilt. 

Die wichtigsten Reaktionen, bei denen freies Ammoniak in 
der Zelle auftreten und verschwinden kann, sind die folgenden: 


1. Die oxydative Desaminierung von Aminosauren. 
R-CH-NH,-COOH + H,0, —> NH, + R-CO-COOH + H,0. 
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Durch die umgekehrte Reaktion verschwindet Ammoniak und 
Aminosduren werden gebildet. 


R-CO-COOH + NH, ——-> R-CH-NH,-COOH + O. 


Diese Reaktionen sind zuerst von Knoop (1911) und 
Embden (1912) fur tierische Zellen entdeckt und nachher 
besonders von Krebs und Euler und anderen eingehend 
studiert worden. Die enzymatischen Verhaltnisse und die Inter- 
mediarstadien, die diesen Reaktionen zugrunde liegen, sind ver- 


haltnismaBig gut bekannt (vgl. die Zusammenfassungen von 
Krebs 1986 und Dixon 1939). 


Diese Reaktionen spielen sich vor allem in der Leber, der Niere 
und der Gehirnrinde der Vertebraten ab, aber auch andere Organe 
kénnen eine schwache oxydative Desaminierung aufweisen. 


Im 
Seeigelei konnte sie nicht nachgewiesen werden. 


2. Die hydrolytische Desaminierung von Aminopurinen oder 
komplexen Aminopurinverbindungen. 


a + H,O —> a on + NH,. 
Aus der Aminoverbindung bildet sich dabei die entsprechende 
Oxyverbindung (vergl. S. 8). Die Purinverbindungen, die desa- 
miniert werden kénnen, sind in diesem Falle Adenin, Guanin, 
Adenylsaéure, Adenosin, Guanosin und Guanylsiéure, wovon jede 
von einem spezifisch eingestellten Enzym desaminiert wird. Be- 
sonders Adenosin- und Adenylséiuredesaminase sind untersucht 
worden. (Schmidt 1928, Conway und Cooke 1937. 1939b.) 
Adenylsaure spielt eine wichtige Rolle als Cophosphorylase (vgl. 
die Zusammenfassung Schlenks 1937) in dem Intermediar- 
stoffwechsel der Zelle. Beim Abbau der Kohlenhydrate in der 


Hefezelle kann Adenosin eine &hnliche Rolle spielen (Ostern 
u. a. 1938). 


Schmidt hat zeigen kénnen, daB Hefeadenylsdure mit der 


Phosphatgruppe in 38-Stellung von Muskeladenylsiuredesaminase 
nicht angegriffen wird. 


Conway und Cooke (1939b) fanden die Muskeladenylsiure- 
desaminase in allen Organen des Kaninchens (auch Blutkérperchen) 
auBer in Plasma, Knochen und Haut. Skelettmuskulatur desami- 
niert jedoch 500—1000mal schneller als die anderen untersuchten 
Gewebe. Das Enzym wird nach Conway leicht von hemmenden 
Substanzen beeinfluBt, z. B. von unrichtig gewahlten Pufferlésungen 
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oder auch von zelleigenen Substanzen. Die Muskeladenylsaure- 
desaminase bei den Evertebraten vergl. 8. 9. 

Durch die Adenosindesaminase wird Adenosin zu Inosin des- 
aminiert. Conway hat ebenfalls die Verbreitung dieses Enzyms 
untersucht. Es kommt sowohl in verschiedenen Organsystemen des 
Kaninchens wie bei anderen Tierarten vor. Conway und Cooke 
(1987) fanden es im himolysierten Blut von Mensch, Huhn, Frosch 
und im Wurm Arenicola sowohl in den Blutkérperchen wie im 
Plasma. Unten aufgefiihrte Versuche zeigen, daB es auch im See- 
igelei vorkommt. 

3, Eine dritte Art stellt die Ammoniakbildung aus Séiureamiden, 
z. B. Asparagin oder Glutamin durch die zwei Enzyme Aspartase 
und Glutaminase dar. Die Reaktion geht in beide Richtungen: 

R-CONH, + H,O = R-COOH + NH, . 


Auch diese Reaktion wurde im Seeigelei nachgewiesen. Sie wird 
in einem besonderen Kapitel besprochen. Sie verlauft im See- 
igelei viel langsamer als die Ammoniakbildung des Typus 2. 

Die Spaltung von Harnstoff in Ammoniak und Kohlenséure 
durch Urease, die in kleinen Mengen allgemein verbreitet vorkommt, 
und Ammoniakbildung aus Aminen (Pugh und Quastel 1937), wie 
sie fiir Gehirn, Leber und Nierenschnitte einiger Vertebraten fest- 
gestellt ist, sind ebenfalls zu beriicksichtigende Reaktionen. Woods 
und Clifton (1937) haben eine ganz eigenartige Reaktion bei der 
Desaminierung von Aminosiuren durch das strikt anaerobe Bak- 
terium Clostridium gefunden, bei der Ammoniak und Wasserstoff 
gebildet werden. 

Ferner kann nach Krebs (19384) in der Rattenleber auch aus 
Pyrimidin Ammoniak gebildet werden. 

Aus den Aminopurinen und Siureamiden (Reaktion 2 und 8) 
kann Ammoniak auch bei Abwesenheit von Sauerstoff abgespalten 
werden. Fir die Synthese, bei der Ammoniak verbraucht wird, ist 
dagegen Sauerstoff notwendig (Parnas 1929, Krebs 1935). Bei der 
oxydativen Desaminierung der Aminosiuren (Reaktion 1) verlangt 
dagegen die Abspaltung von Ammoniak Sauerstoff, wahrend die 


Synthese unter anaeroben Verhiltnissen vor sich geht, also direkt 
umgekehrte Verhaltnisse wie im ersteren Fall. 


3. Die enzymatische Desaminierung im Brei von unbefr. Seeigeleiern 


Auf Grund dieses Tatsachenmaterials wurden stickstoffhaltige 
Substanzen zu Seeigeleiern zugesetzt und die enzymatische Ammo- 
makbildung untersucht. Es wurde stets zuerst festgestellt, ob bei 
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Zusatz der betreffenden Substanz zu intakten Eiern eine Beschleuni- 
gung der Ammoniakbildung stattfindet oder nicht. Trat keine Wir- 
kung ein, so wurde der Versuch mit EKierbrei wiederholt. 


Aminosauren, Purine, Pyrimidine und Mononucleotide iibten 
bei unbefr. EKiern keinen EinfluB auf die Ammoniakbildung aus, vor- 
ausgesetzt, daB die zugefiigten Lésungen mit dem Seewasser iso- 
tonisch waren und dasselbe px wie dieses hatten. Nur im Falle des 
Glutamins wurde eine schwache Wirkung festgestellt, die in anderem 
Zusammenhang sichergestellt wurde. Geprift wurden: Glykokoll, 
d,l-Alanin, d- und 1-Glutaminsiure, d- und |-Asparaginséure, d-Orni- 
thin, Prolin, d- und 1-Histidin, Adenin, Guanin, Glutamin, Aspara- 
gin, Muskel- und Hefeadenylsiure, Adenosintriphosphorséiure und 
Uracil. Mittels Stoffwechselversuchen wurde festgestellt, daB zum 
mindesten Glutaminsaure, Asparaginsiure, Histidin und Ornithin in 
das unbefr. Ei eindringen (Kapitel 7). 


Viele von diesen Substanzen haben jedoch ein so groBes Mole- 
kil, daB es zweifelhaft erscheint, ob sie in das Ei eindringen kénnen. 
Aus diesem Grunde wurden die Versuche mit Kierbrei wiederholt. 


a) Die Herstellung und Priifung der fiir Seeigeleier 
verwendeten Salzmischung 


Warburg (1914b) maf die Atmung von Brei, der entweder 
mit destilliertem Wasser oder mit Seewasser verdiinnt war. Er 
fand keinen wesentlichen Unterschied zwischen diesen zwei Typen. 
(71 bzw. 67 com QO,.) Zusatz von Sperma zum Brei hatte keinen Ein- 
flu8. Runnstrém (19338b) und Lindahl und St ordal (1938) eyto- 
lysierten die zusammenzentrifugierten Kier mit destilliiertem Wasser 
und untersuchten sodann das Reduktionsvermégen gegen Methylen- 
blau in Gegenwart von verschiedenen Substraten. Runnstrém 
(1935 b) leB® die Kiersuspension in einer Kohlenséureschnee-Aceton- 
mischung gefrieren und dann langsam auftauen. Hierbei werden die 
Strukturen weitgehend geschont. Orstrém und Lindberg (1940) 
verwendeten zur Analyse des Glykogenabbaues bei der Entwick- 
lungserregung die unten beschriebene Salzmischung. 


Mit Ausnahme des von Orstrém und Lindberg verwendeten 
sind diese Breie unter solchen Bedingungen hergestellt worden, daB 
die Konzentration der Salze im Ki weitgehend geiindert war. Die 
Intermicellarfliissigkeit im Hi ist nach Bialaszewicz (1929) sehr 
konstant. Fiir Versuche, bei denen der intermediare Stoffwechsel 
untersucht werden soll, ist es also vorteilhafter, zam Verdiinnen des 
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Breies eine Salzlésung zu verwenden, die so weit wie méglich der 
Intermicellarflissigkeit gleicht. Quantitativ wie qualitativ sind 
die Salze der Intermicellarflissigkeit stark verschieden von denen 
des Seewassers. Besonders auffallend ist der hohe Gehalt an Kalium, 
der niedrige Elektrolytgehalt (Bialaszewicz) und das reichliche 
Vorkommen von freien Aminosduren in den Hiern (Orstr6m 1935). 

Die Salzmischung fir Brei aus Seeigeleiern wurde folgender- 
maBen hergestellt: 


1. 30,4 ccm einer 0,558 mol. Lésung von KCI (41,7 g in 1 Liter Wasser). 
2. 2,35ceem .,, 90,551 _,, es .. NaCl (32,2 gin 1 Liter Wasser). 
3. 4,60ccem ., 0,348 ,, ‘9 MgCl, (70,8 g Mg Cl, + 6H,O in 


] Liter Wasser). 
4. 1,62ccm ., 0,369 ,, - ,, CaCl, (wird titriert). 


Alle diese Lésungen sind nach den Angaben Bialaszewicezs 
(nach Runnstrém 1928a, S. 422) mit dem Seewasser isotonisch. 
Betreffs der Menge der verschiedenen Salze wurde den Angaben von 
Bialaszewicz (1929) gefolgt. Ein Jahr lang wurde eine Salz- 
mischung verwendet, die einen etwas héheren Gehalt an Mg und Ca 
und etwas weniger K und Na als hier oben angegeben hatte (vgl. 
Runnstrém 1940). Die Ergebnisse waren mit beiden Lésungen die- 
selben. 


5. Diese Lésungen werden mit 50 ccm n-Glykokoll (75,05 g 
im Liter) gemischt, in einigen Versuchen ohne Pufferung. Diese 
Mischung wird im folgenden ,,phosphatfreie Salzmischung“ genannt. 

Zur Pufferung diente ein Phosphatpuffer von folgender Zu- 
sammensetzung : 


6. KH,PO,: 8,1 g in 100 com Wasser. 
7. Na,HPO, + 12H,O: 15,4 g in 100 com Wasser. 


4 Teile von 6. und 1 Teil von 7. wurden gemischt und davon 
4,45 ccm obiger Mischung zugesetzt. 

Bei der Berechnung des K- und Na-Gehaltes der Salzlésung 
ist der Gehalt an K und Na im Phosphatpuffer beriicksichtigt. Der 
Puffer hat ein px von 6,2. Dies ist somit etwas niedriger als das px 
des Seeigeleies, das 6,6 betrigt (EK. N. Harvey 1982, Needham 
1931, 5.841, fir Brei von Arbacia geben Tyler und Horowitz 
1938 6,35 an). Das p, wurde aus technischen Griinden so niedrig 
gewahlt, damit das Verhaltnis von K/Na sowohl mit wie ohne 
Puffer dasselbe bleibt wie in der Intermicellarfliissigkeit. Mit 
steigendem px nimmt Na stark zu; es kénnten sich somit Ver- 
haltnisse ergeben, die denen des Seewassers ahneln und eine 
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schlechtere Desaminierung zur Folge haben. Der Puffer ist mit 
dem Seewasser isotonisch, und der Phosphatgehalt im Kubik- 
zentimeter Salzmischung entspricht dem Gehalt an freiem P der 
Bier, den man in Trichloressigséureextrakten findet (Orstré6m und 
Lindberg). Der Eierbrei weist eine starke Eigenpufferung auf im 
Gebiet pa 5—7. Um das pu im Brei von Arbaciaeiern von 6,35 auf 
5,385 zu senken, werden etwa 50 Mikromol Salzsdure fiir 1 cem Kier 
verbraucht (nach Tyler a.a.Q.). 1 cem Eier wurde im aligemeinen 
so stark verdiinnt, daB 15,6 cem Eierbrei daraus entstanden und es 
wurden dann 350 Mikromol KH,PO, zugesetzt. Die Wirksamkeit 
der Pufferung ist also gesichert. 

Der gréBte Teil der im Eivorhandenen Aminosauren gehort zuden 
neutralen Aminosduren (90°/,) und ist Glykokoll. (Orstrém 1941). 

Aller Wahrscheinlichkeit nach dient die hohe Aminosaure- 
konzentration zum Aufrechterhalten eines Teiles des osmotischen 
Druckes. Das Seeigelei hat dieselbe Gefrierpunktserniedrigung wie das 
Seewasser (Harvey 1932). Die Konzentration der Elektrolyte im 
Seeigelei reicht nicht aus, um den osmotischen Druck im Ei auf- 
rechtzuerhalten. Nach Bialaszewicz betragt die Konzentration 
der Mineralbasen etwa 10,5 mg im Kubikzentimeter, davon sind 
9,5m¢ K. Aus den Tabellen von Landolt und Bornstein (8. 1446, 
Bd. 2) berechnet man unter der Voraussetzung, daB die vor- 
handenen Elektrolyte ausschlieBlich KCl sind, eine Gefrierpunkts- 
erniedrigung von 0,91, also nur die Halfte derjenigen des See- 
wassers. Fir Arbacia gibt Bialaszewicz selbst an, daS 61°/) des 
osmotischen Druckes von den Elektrolyten aufrechterhalten wird, 
aber er fiigt hinzu, da8B dieser Wert infolge Verunreinigungen durch 
Seewassersalze zu hoch sel. 

Der Mittelwert von Van Slykebestimmungen der Aminosaéuren 
ist 700 Mikromol in 1 ccm Eier. Unter der Voraussetzung, daB simt- 
liche Aminoséuren Glykokoll sind, ergibt dieser Wert eine Gefrier- 
punktserniedrigung von — 1,12 (Landolt und Bornstein, 8. 2671 
Erg. Bd. IIT, 3. Teil). Die Summe dieser beiden Werte fiir die Ge- 
frierpunktserniedrigung — 0,91 + —1,21 = — 2,12 liegt dem Ge- 
frierpunkt des Seewassers in Roscoff (— 1,91) so nahe, da8B man an- 
nehmen kann, daB etwa die Halfte des osmotischen Druckes in den 
Seeigeleiern durch Elektrolyte und die andere Halfte durch Amino- 
séuren aufrechterhalten wird. Die Intermicellarflissigkeit betragt 
79,6 °/, des Kiervolumens und, wenn man von ihrem Volumen aus- 
veht, so erhalt man eime Gefrierpunktserniedrigung von — 2,40. 
(Orstrém 1941.) 

3 * 
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Auch im Ei von Urechis caupo kommen groBe Mengen von 
freien Aminosauren vor (Horowitz 1939), die wahrscheinlich die- 
selbe Aufgabe wie im Seeigelei haben. . 

In der oben beschriebenen Salzmischung lassen sich die Hier 
nicht befruchten, denn die Spermien verlieren darin schnell ihre 
Beweglichkeit. Befr. Hier entwickelten sich zu 16—82-Zellen- 
stadien. Unbefr. Bier konnten mehr als 24 Stunden darin auf- 
bewahrt werden, ohne zu cytolysieren. Im Extrakt aus Arbaciaeiern 
kénnen befr. Bier sich entwickeln, doch zeigen sie oft Cytolyse- 
erscheinungen und sind unfahig, sich tber das erste Blastula- 
stadium hinaus weiter zu entwickeln (Glaser 1914). 

Zu je 5 ccm Hierbrei mit Seewasser bzw. Salzmischung 
wurden je 9 mg Muskeladenylsiure gegeben, 150 Minuten ge- 
schiittelt und nachher der Ammoniakgehalt bestimmt. Die gefun- 
denen Werte waren: Im Seewasser 0,84 und in der phosphatfreien 
Salzmischung 3,34 Mikromol NH, (korrigiert fiir die Kontrollen 
ohne Adenylsiure). In der Salzmischung fand also eine fast 4mal 
schnellere Desaminierung statt. 

Der Einflu8 der Salze ist noch markanter bei der Akti- 
vierung durch Sperma, die nur in Breien mit der richtigen Salz- 
lésung, nicht aber in den Seewasserbreien vor sich geht, auch 
wenn die Desaminierung in Breien ohne Spermazusatz an sich 
ziemlich schnell verlaufen kann. Gerade diese Wirkungen sind ja 
in diesen Untersuchungen die wichtigsten. Die oben angegebene 
Lésung ist nicht ideal, denn es fehlen ihr fiir den Stoffwechsel wich- 
tige Stoffe, so z.B. Sulfat-Ionen, die nach Herbst, vgl. weiter 
Lindahl und Stordal (1937) eine Rolle fiir die normale Entwick- 
lung des Kies spielen, und Kisen, das Warburg (1914a) in den Hiern 
fand und das, wenigstens teilweise, nach Zugabe von HC! als Ion 
vorliegt. 

Auch verhalten sich die Eikolloide in der Salzmischung ganz 
anders als im Seewasser. Wenn der Brei mit Trichloressigsaure 
fixiert wird, um die Enzymtatigkeit zum Stillstand zu bringen, so ist 
makroskopisch keine Verdnderung des in der Salzmischung suspen- 
dierten Breies festzustellen. Die Proteine sind sehr fein koaguliert 
und lassen sich durch Filtrieren oder Zentrifugieren leicht entfernen. 
Wird der Brei aber im Seewasser suspendiert, so fallen die Kolloide 
bei der Fixierung in eroBen Flocken kiiseartig aus. 


Die Atmung von Hierbrei in Salzmis 
worden. 


: chung ist untersucht 
orden. Sie verhalt sich wie die eines Breies ohne Substratzusatz. 
Sie ist ziemlich hoch zu Anfang des Versuches und sinkt dann konti- 





d 


b 
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nuierlich, um nach etwa 100 Minuten bei ziemlich klemen Werten 
konstant zu werden. Zusatz von Adenylsaiure zum Brei verandert 
die Atmung nicht. 


b) Die Desaminierung verschiedener stickstoffhaltiger 
Substanzen im Brei unbefruchteter Seeigeleier 


Durch Zusatz von 1/,, Volumen n/10-Salzséure zu der Eiersus- 
pension wurden die Eier von den Gallerthillen befreit. Sodann 
wurden das Seewasser und die Salzsiure soweit wie méglich entfernt, 
und die Suspension mit der Salzmischung einmal gewaschen. Darauf 
wurden die Kier mit Sand zerrieben und nun in der Salzmischung 
suspendiert. Es wurde im allgemeinen so viel Salzmischung genom- 
men, daB die Konzentration des Breies der emer 10°/jigen Eier- 
suspension entsprach. | 

In diesem Brei wurde die Geschwindigkeit der Ammoniakbil- 
dung in Anwesenheit von verschiedenen stickstoffhaltigen Substan- 
zen untersucht. Die Versuchsserien wurden so durchgefiihrt, daB die 
betreffenden Breie wahrend 200 Minuten in der Schiittelvorrichtung 
eines Warburgwasserbades geschiittelt wurden. Zu jedem Versuch 
wurden 10 ccm Brei und 1 cem destilliertes Wasser bzw. der Lésung 
der zu priifenden Substanz in emem 100-cem-Erlenmeyerkolben mit 
0,1 cem Toluol versetzt. Toluolzusatz beeinfluBt die Desaminie- 
rungsgeschwindigkeit nicht. Am Ende des Versuches Fixierung mit 
1 com 30°/,iger Trichloressigséure. Das Ammoniak wurde entweder 
nach der Methode von Nash und Benedict oder nach Parnas 
destilhert und mittels Nesslerreagens gemessen. In der folgenden 
Tab. 3 sind die Desaminierungsversuche zusammengestellt, die mit 
Brei von unbefr. Eiern ausgefiihrt wurden. Sie beziehen sich auf 
12 Versuchsserien. Die Ammoniakbildung im Kontrollbrei ist 
1,21 +0,032 Mikromol Ammoniak pro Kubikzentimeter Eier und 
Stunde. Die Angaben sind prozentual zu den entsprechenden Kon- 
trollen ausgedriickt. Die zu priifenden Substanzen wurden zuvor 
auf das px des Breies gebracht. Von den schwerldslichen wurde 
eine Suspension hergestellt. 

Unter den 33 gepriiften Substanzen hatten nur Adenosin und 
Muskeladenylsiure einen deutlichen Eimflu8 auf die Ammoniak- 
bildung. Schwiachere Wirkungen zeigten Guanosin, ATP und 
Glutamin. Alle anderen ergaben Ausschlage, die weniger als 50°/, 
uber denen der Kontrolle lagen. 

Die Desaminierung von Adenylséure in Stickstoff und in Luft 
ist untersucht worden. Es wurde kein Unterschied gefunden. 
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Tabelle 3 


Die Ammoniakbildung bei Zusatz von verschiedenen stickstoff- 
haltigen Substanzen zu Brei von unbefr. Seeigeleiern 





Gepriifte Substanz 


mg Substanz 
zu 10 ccm Brei 




















zugesetzt 
ory ea “il Monoamino-mono- _ 
a iaeelis pete ee | *|[{ | carbonsauren 39 
d,l-Serin | Oxyamino-mono- 49 
| carbonsaéuren 
d-Ornithin eae 4 -il Diamino-monocar- 260 
d-Lygim. 2... ++ 2s. j bonsauren 280 
d,l-Phenylalanin. ... . Aromat. Aminosaure 20 
l-Tryptophan ...... | Heterocyclische 2] 
d-Histidin. .... a Aminosauren 320 
Rs eK Kh ew 24 
Aminopurine 
ae ae 9 
Harnstoff. .. . 25 
Allantoin . 24 
a 24 
Glutamin. .. . 16 
Saureamide 
Aoperegimm. . . - 2+ 28 
} 
Histamim .... 5.5... 15 
Glucosamin. ...... | Ami 20 
Glykocyamin (Guanidin- || ee 
Essigsfure)..... , 254 
Ts kk ik se | Sulfonsaure 46,5 
Glycyl-glycin . 2... .. | Dipeptid 160 
Ges & eS ; | 5 
| Nucleoside 
Adenosin. ...... Af 10 
Hefeadenylsiure. . .. . 46 
Muskeladenylsfure. . . . . 10 
Adenosintriphosphorsaure Mononucleotide 12 
Guanylsiure. .. . . . .| 5 
Ce + & & % Ke Pyrimidin 15 


Eine Mischung von im Brei je 0,02 mol. Asparaginsaure, Acet- 
_amid, d-Histidin, d-Arginin und d-Glutaminsaure gab : 
Eine Mischung von im Brei je 0,02 mol. d-Ornithin, Glucosamin, 


1-Prolin, Glycylglycin gab 


| Veranderu ng 
im Verhaltnis 
zur Kontrolle 


127 | 2 Ver- 
115 | suche 


164| 2 Ver- 
197{ suche 
1000 (9 Vers.) 
116 
990 (11 Vers.) 
157 
136 
87 


104 





129 


Nach Zusatz von Adenosintriphosphorsiure wird nur wenig 
Ammoniak abgespalten. Dies hingt damit zusammen, daB ATP 


————— 
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Tabelle 4 


Vergleich der aeroben und anaeroben Desaminierungs- 
geschwindigkeit der Muskeladenylsiure in phosphatfreiem 
Brei von unbefruchteten Seeigeleiern 








Luft Stickstoff 





Kontrolle| Adenylsaure Kontrolle| Adenylsaure 
Gefundener Wert 165 min. 

und 0,57 ccm Hier. . . 3,40 | 7,10 3,80 | 7,75 
Korr. fiir Kontrolle . . . 3,70 3,95 


Ammoniakbildung pro 
Stunde und Kubik- | 
zentimeter Eier. ... 2,35 | 2,51 


a5 








zuerst dephosphoryliert werden muB, bevor sie desaminiert werden 
kann (vgl. z. B. Parnas 1937). Die Phosphatabspaltung aus ATP 
in Brei von unbefr. Seeigeleiern betrigt in dem einen ausgeriihrten 
Versuch nach Abzug der Kontrolle 2,70 Mikromol P pro Stunde und 
Kubikzentimeter Kier. Die entsprechende Ammoniakbildung be- 
tragt 0,78. Das Verhaltnis von Ammoniak zu P in ATP betragt 
theoretisch 1/3, gefunden 0,79:2,70 = 1/3,4. 

Dieser Versuch zeigt auch die Anwesenheit einer ziemlich 
aktiven Pyrophosphatase im Brei an, deren Aktivitat in den intak- 
ten Kiern nicht direkt beobachtet werden kann. 

Die Hefeadenylsiure wird nicht direkt desaminiert (Ostern 
und Mann 1983). Durch Phosphatasewirkung (allgemeine alka- 
lische Phosphomonoesterase) bildet sich zunaéchst Phosphat und Ade- 
nosin; letzteres kann sodann durch die Adenosindesaminase in Am- 
moniak und Inosin gespalten werden. Aus der langsamen Am- 
moniakbildung ist zu ersehen, da8B diese Phosphatasewirkung im 
Seeigelei schwach ist. In Extrakten oder Breien von anderen 
Zellen, z. B. Herzmuskelzellen (Ostern und Mann, a.a.O.) oder 
verschiedenen Organen des Kaninchens (Conway u. a. 1939b) kann 


eine Desaminierung der Hefeadenylsiure in dieser Weise vor sich 
gehen. 


c) Die Wege des Abbaues von Adenylsiure im Brei 
von unbefr. Seeigeleiern 
Die Ammoniakbildung nach Zusatz von Muskeladenylsaure 
kommt durch Desaminierung der zugesetzten Adenylsdure und nicht 
durch katalytisch beschleunigte Reaktionen zustande, bei denen 
Adenylsaure die Rolle einer Art Co-Enzym spielen kénnte. Nach 
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Yusatz klemer Mengen Adenylsiure hat die gebildete Ammoniak- 
menge nie die der Adenylsiure iiberschritten. In einem Versuche 
wurden z. B. 1,88 Mikromol Adenylsaure zu 2 com Brei zugesetzt ; die 
Zunahme der Ammoniakmenge betrug nach 10 Stunden 1,16 Mikro- 
mol. Die Reinheit des Adenylsiurepraparates von Frankel und 
Landau ist nicht kontrolliert worden. Die Ammoniakbildung be- 
trug also pro Stunde und Kubikzentimeter Kier 0,87 Mikromol. 
Dieser niedrige Wert beruht darauf, daB die Ammoniakbildung auf- 
hérte, wenn die Adenylsdure gespalten war. Bei geniigend groBen 
Konzentrationen von Adenylsaure geht die Kurve mit einer Bildung 
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Ammoniakbildung nach Zusatz von Adenylsiure zu Brei von unbefruchteten Eiern. Die Kurven 
zeigen den zeitlichen Verlauf der Ammoniakbildung und den Einflu8 von cytolysierten Sperma 
auf die Ammoniakbildung 


von Ammoniak von etwa 4 Mikromol pro Stunde und Kubikzenti- 
meter gradlinig weiter (vgl. Fig. 3). 

Zweitens findet man stets, wenn Ammoniak in Anwesenheit von 
Adenylsiure gebildet wird, eine Zunahme der Phosphatmenge. 
Wenigstens in den nicht dialysierten Breien ist diese Phosphat- 
zunahme mit der Ammoniakmenge aquivalent. Diese beiden Tat- 
sachen zeigen, da die Adenylsaiure selbst abgebaut wird. Die 
Muskeladenylsiéure (Adenin - Ribose-5-Phosphorsiéure) kann auf 
zweierlei Art desaminiert werden: | 

1. Desaminierung der Adenylsiure zu Inosinséiure und Am- 
moniak mit Hilfe der spezifischen Muskeladenylsiuredesaminase ; 
direkter Abbau. 

2. Dephosphorylierung der Adenylsiure zu Adenosin mit Hilfe 
von Phosphatasen entweder mittels der spezifischen 5-Nucleoti- 
dase oder der allgemeinen alkalischen Phosphomonoesterase (Reis 
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1937/38a und b). Das gebildete Adenosin wird dann durch die 
Adenosindesaminase zu Inosin und Ammoniak gespalten ; indirekter 
Abbau. 

H. Résch (1929/30) findet, da8 im Brei von Retina Adenosin 
schneller als Adenylséure gespalten wird; aber Hefeadenylsdure 
wird auch gespalten, wenn auch langsamer als die Muskeladenyl- 
siure. Er vermutet Phosphatasewirkungen, wodurch Adenosin ent- 
stehen kann. 

Das folgende Schema veranschaulicht die beiden Abbauwege 
(aus Lutwak-Mann entnommen 1936). 


Adenylsaure 
(Adenin- Ribose-5-Phosphorsaure) 


Bakt. Herzmuskel Pal io Skelettmuskel 
a SA 
Adenosin + PO, Inosinsaure + Ammoniak 
(Hypoxanthin-Ribose-5-Phosphorsaure) 
Bakt. Herzmuskel | Bact. 
Y Y 
Inosin + Ammoniak Inosin + PO, 
i. a « 


Hypoxanthin -+ Ribose 


Aus der Tab. 7 ersieht man, daf Adenosin viel schneller als 
Adenylsaure im Brei von unbefr. Seeigeleiern desaminiert wird. Es 
besteht die Méglichkeit, daB die Adenylsiure bei der Ammoniak- 
bildung im Seeigelei zuerst dephosphoryliert und dann erst des- 
aminiert wird, also der linke Weg im obenstehenden Schema be- 
schritten wird. Aus diesem Grunde wurden gleichzeitig die Phosphat- 
abspaltung und die Ammoniakbildung nach Zusatz von Adenylsaure 
zu Brei von unbefr. Seeigeleiern analysiert. Die Schwierigkeit dieser 
Messungen besteht darin, daB die Mengen von freiem P im Ei sehr 
eroB und die zu erwartenden Veranderungen dagegen relativ klein 
sind. 4 Versuchsserien mit und 4 ohne Phosphatzusatz zeigten 
ibereinstimmend, daB Ammoniak und Phosphat in aquivalenten 
Mengen gebildet wurden. 


Desaminierung und Dephosphorylierung von Adenyl- 
siure in Eierbrei unbefr. Eier ohne Phosphatzusatz 
Versuchsbedingungen wie fiir Tab. 3. In 5 ccm (= 0,254 ccm Eier) der 


Suspension wurde Ammoniak mittels Destillation nach Parnas und Nessleri- 
sierung und in 0,5 cem (0,0254cem Eier) Phosphat nach Fiske-Subarow in 
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der Modifikation von Teorell (1931) bestimmt. Totalvolumen nach Fixierung 
12.5 ccm. 


Kontrolle Adenylsaure 

Ammoniak Phosphat Ammoniak Phosphat 
Gefunden nach 240 min... . 1.81 1,234 5,25 1,535 
Korr. fiir Kontrolle. . . 3,44 0,30 
Pro Std. u. Kubikzentimeter Eier 3,37 2,94 
Verhaltnis Ammoniak/P ... . 1: 0,87 


Der Mittelwert aus 8 Versuchen, bei denen Ammoniak und 
Phosphat gleichzeitig bestimmt wurden, ergab pro Stunde und 
Kubikzentimeter Eier fir Ammoniak 4,05 +0,72 und fiir Phosphat 
3,93 + 0,65 Mikromol. Verhaltnis Ammoniak zu Phosphat wie 1:0,98. 

Das Verhaltnis Ammoniak:P schwankt um ein 1:1 unab- 
hingig davon, ob der Versuch 1,2,3,4 oder 6 Stunden dauerte. 

Werden diese Versuche mit dialysierten Breien wiederholt, so 
erhalt man andere Ergebnisse. Der Brei wurde nach den Angaben 
von Orstrém und Lindberg 24 Stunden in Wasser dialysiert und 
sodann mit der phosphathaltigen Salzmischung verdiinnt. Man 
findet im dialysierten Brei nach Zusatz von Adenylsiure, daB die 
Menge Phosphat gré8er ist als die Menge Ammoniak. 

Zwei Versuchsserien werden hier angefithrt. Sie sind gleich 
dem eben beschriebenen ausgefiihrt, Ammoniak- und Phosphat- 
analysen nach 240 Minuten Schiittelung des Breies. Sperma- 
zusatz nach 8.46. Zu den entsprechenden Ans&tzen ohne Sperma 
wurde die gleiche Menge Wasser zugesetzt. Die Ammoniakanalysen 


wurden mit 0,l ccm Eiern, die Phosphatanalysen mit 0,01 cem 
Kiern ausgefihrt. 


Tabelle 5 








_Kontr olle Adenylsaure 


Ammoniak Phosphat Ammoniak _ Phosphat 











Brei| Brei_ | proj) Brei . | Brei ., Brei 
+ + si +s Sperma + Sperma 





1. 1. Gefunden | J0.35 | 0,46 Tass | 1,41 | ase | 2,33 | 1,70 1,88 








Korr. fir bzw. Kontrolle . ...... , 1,47 1,87 0,42 | 0,47 


Pro Kubikzentimeter Eier und Stunde . . | 3,70 4,70 10,55 | 11,85 
—— Ammoniak :Phosphat. . ... 1: 2,85) 1: 2,52 | 











. In einem zweiten Versuch unter den- | 
selben Bedingungen wurde pro Kubik- | 
zentimeter Eier und Stunde gefunden. . | 3,61 | 5,70 9,4 


Verhaltnis Ammoniak: Phosphat. . . . . [1:2,61| 1: 2,35 


| | 
| | 
| 
| 
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Die Ammoniakwerte sind etwa gleich denen in nicht dialy- 
siertem Brei, die Phosphatwerte sind jedoch 2—3 mal hGher. 

Die erhéhte Phosphatmenge in Anwesenheit von Adenylsdure 
nach Dialyse ist wahrscheinlich durch direkte Phosphatabspaltung 
aus der Adenylséure entstanden. Es werden durch die Dialyse 
entweder Substanzen entfernt, die die Phosphataseaktivitat 
hemmen (nach Falley und Kay 1936 kénnen Aminosaéuren hem- 
mend wirken) oder Prozesse zum Stillstand gebracht, die vor der 
Dialyse gebildetes Phosphat weiterverarbeiten und so zum Ver- 
schwinden bringen. 

Wenn die Zunahme des freien Phosphates nach der Dialyse auf 
die erhéhte Dephosphorylierung der Adenylsaéure zuriickzufiihren 
wire, so miiBte nach Dialyse Adenosin in gréBeren Mengen als vor- 
her gebildet werden. Man hatte in diesem Fall auch eine schnellere 
Ammoniakbildung erwarten miissen, da Adenosin doppelt so schnell 
wie Adenylsiure desaminiert wird. Dies ist aber nicht der Fall. Erst 
eine genaue Analyse der Phosphatfraktionen in Anwesenheit von 
Adenylsaure kann diese Fragen lésen. 

Vergleicht man den Umsatz der méglichen Intermediarpro- 
dukte des Adenylsiureabbaues im Seeigelei, nimlich Adenosin und 
Inosinséure, miteinander in bezug auf Desaminierung und Dephos- 
phorylierung, so findet man, daB Adenosin schneller als Adenylséure 
umgesetzt wird. Dagegen verlief in dem einzigen ausgefiihrten Ver- 
such, bei dem Adenylséure und Inosinsaure direkt miteinander ver- 
glichen wurden, der Abbau der Inosinséure langsamer als der der 
Adenylsaure. Die Versuche wurden mit dialysiertem Brei ausgefiihrt. 
Die Angaben in Mikromol pro Stunde und Kubikzentimeter Hier. 


Adenylsaure Adenosin Tnosinsiure 
Ammoniak 3,6 (2 Versuchsserien) 7,5 (4 Versuchsserien) — 
Phosphat 9,50 (1 Versuchsserie) — 3,5 (1 Versuchsserie) 


Diese Tatsachen zusammen: 
1. schnellere Desaminierung von Adenosin als von Adenylsaure, 
2. schnellere Dephosphorylierung von Adenylsiure als von 
Tnosinséure nach Dialyse, 
3. schnellere Phosphatbildung als Ammoniakbildung in dialy- 
sierten Extrakten bei Anwesenheit von Adenylsiure 
zeigen, daB der Abbau der Adenylsadure im Seeigelei den folgenden 
Weg geht: 
1. Adenylsiure —> Adenosin -+ Phosphat, 
2. Adenosin —> Inosin -+- Ammoniak 


Adenylsiure —> Inosin + Phosphat +- Ammoniak. 








eae Tn 
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der Modifikation von Teorell (1931) bestimmt. Totalvolumen, nach Fixierung 
12,5 cem. 


Kontrolle Adenylsaure 
Ammoniak Phosphat Ammoniak Phosphat 
Gefunden nach 240 min .... 181 1,234 5,25 1,535 
Korr. fiir Kontrolle. . .... 3,44 0,30 
Pro Std. u. Kubikzentimeter Kier 3,37 2,94 
Verhaltnis Ammoniak/P ... . 1: 0,87 


Der Mittelwert aus 8 Versuchen, bei denen Ammoniak und 
Phosphat gleichzeitig bestimmt wurden, ergab pro Stunde und 
Kubikzentimeter Hier fir Ammoniak 4,03 +-0,72 und fir Phosphat 
3,93 --0,65 Mikromol. Verhaltnis Ammoniak zu Phosphat wie 1:0,98. 

Das Verhiltnis Ammoniak:P schwankt um ein 1:1 unab- 
hiingig davon, ob der Versuch 1,2,3,4 oder 6 Stunden dauerte. 

Werden diese Versuche mit dialysierten Breien wiederholt, so 
erhalt man andere Ergebnisse. Der Brei wurde nach den Angaben 
von Orstrém und Lindberg 24 Stunden in Wasser dialysiert und 
sodann mit der phosphathaltigen Salzmischung verdiinnt. Man 
findet im dialysierten Brei nach Zusatz von Adenylsadure, daB die 
Menge Phosphat gré8er ist als die Menge Ammoniak. 

Zwei Versuchsserien werden hier angefiihrt. Sie sind gleich 
dem eben beschriebenen ausgefiihrt, Ammoniak- und Phosphat- 
analysen nach 240 Minuten Schiittelung des Breies. Sperma- 
zusatz nach 8.46. Zu den entsprechenden Ansétzen ohne Sperma 
wurde die gleiche Menge Wasser zugesetzt. Die Ammoniakanalysen 


wurden mit 0,1. ccm Kiern, die Phosphatanalysen mit 0,01 cem 
Hiern ausgefiihrt. 


Tabelle 5 








Kontrolle Adenylsiure ; 
_Ammoniak — ‘Phosphat Ammoniak — _Phosphat 








Brei | Brei Brei Brei Brei | Brei 


+ yer [+ Sperma 
} 


1. Gefunden ]0,35 | 046 = 141 | 182 | 








233 | 1,70. 1,88 
Korr. fiir bzw. Kontrolle . . 2... 1,47 | 1,87 0,42 | 0,47 
Pro Kubikzentimeter Eier und Stunde . . | 3,70 4,70 10,55 | 11,85 
Verhiltnis Ammoniak: Phosphat. . . . . i:2 85 1: 2,52 | 











- In einem zweiten Versuch unter den- | 


zentimeter Eier und Stunde gefunden. . | 3,61 


| 

selben Bedingungen wurde pro Kubik- | | 

| 

Verhiltnis Ammoniak: Phosphat. . . . . [1:2,61 | 
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Die Ammoniakwerte sind etwa gleich denen in nicht dialy- 
siertem Brei, die Phosphatwerte sind jedoch 2—8mal hoéher. 

Die erhéhte Phosphatmenge in Anwesenheit von Adenylsdiure 
nach Dialyse ist wahrscheinlich durch direkte Phosphatabspaltung 
aus der Adenylsaéure entstanden. Es werden durch die Dialyse 
entweder Substanzen entfernt, die die Phosphataseaktivitat 
hemmen (nach Falley und Kay 1936 kénnen Aminosauren hem- 
mend wirken) oder Prozesse zum Stillstand gebracht, die vor der 
Dialyse gebildetes Phosphat weiterverarbeiten und so zum Ver- 
schwinden bringen. 

Wenn die Zunahme des freien Phosphates nach der Dialyse auf 
die erhéhte Dephosphorylierung der Adenylséure zuriickzufiihren 
wire, so miiBte nach Dialyse Adenosin in gréBeren Mengen als vor- 
her gebildet werden. Man hatte in diesem Fall auch eine schnellere 
Ammoniakbildung erwarten miissen, da Adenosin doppelt so schnell 
wie Adenylsiure desaminiert wird. Dies ist aber nicht der Fall. Erst 
eine genaue Analyse der Phosphatfraktionen in Anwesenheit von 
Adenylsaiure kann diese Fragen lésen. 

Vergleicht man den Umsatz der méglichen Intermediarpro- 
dukte des Adenylsiureabbaues im Seeigelei, nimlich Adenosin und 
Tnosinsaéure, miteinander in bezug auf Desaminierung und Dephos- 
phorylierung, so findet man, daB Adenosin schneller als Adenylsdéure 
umgesetzt wird. Dagegen verlief in dem einzigen ausgefiihrten Ver- 
such, bei dem Adenylséure und Inosinsaure direkt miteinander ver- 
glichen wurden, der Abbau der Inosinséure langsamer als der der 
Adenylsaiure. Die Versuche wurden mit dialysiertem Brei ausgefihrt. 
Die Angaben in Mikromol pro Stunde und Kubikzentimeter Eier. 


Adenylsaure Adenosin Inosinsadure 
Ammoniak 3,6 (2 Versuchsserien) 7,5 (4 Versuchsserien) — 
Phosphat 9,50 (1 Versuchsserie) -- 3,5 (1 Versuchsserie) 


Diese Tatsachen zusammen: 
1. schnellere Desaminierung von Adenosin als von Adenylsaure, 
2. schnellere Dephosphorylierung von Adenylsiure als von 
Inosinsdure nach Dialyse, 
3. schnellere Phosphatbildung als Ammoniakbildung in dialy- 
sierten Extrakten bei Anwesenheit von Adenylsiure 
zeigen, daB der Abbau der Adenylsdure im Seeigelei den folgenden 
Weg geht: 
1. Adenylsiiure -> Adenosin + Phosphat, 
2. Adenosin —> Inosin -+ Ammoniak 


Adenylsiure —> Inosin ++ Phosphat +- Ammoniak. 
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Moglicherweise wird Inosin weiter in Hypoxanthin und Ribose 
gespalten. Lutwak-Mann 1936 isolierte Hypoxanthin als End- 
produkt nach dem Abbau des Adenosins durch B. Coli, ohne aber 
Ribose zu finden. 

~ Es wurden keine Analysen der Oxypurinverbindungen nach 
der Desaminierung von Adenosin oder Adenylsaure ausgefihrt, aber 
nach den obigen Formeln miissen Oxypurinverbindungen in mit 
Ammoniak Aquivalenten Mengen gebildet werden. Im Brei gebil- 
detes Ammoniak verschwindet nicht wieder (durch Zusatzversuche 
mit Ammoniumsalze festgestellt), und es ist anzunehmen, daB die 
Oxypurine ebenfalls als Endprodukte angehauft. werden in Analogie 
mit anderen Zellen, bei denen Oxypurine als Endprodukte auftreten. 

Die Adenosinspaltung stellt also nur die azweite Phase des 
Adenylséureabbaues dar, und auch in diesem Falle treten Ammoniak 
und Oxypurinverbindungen in dquivalenten Mengen auf. 

Das Seeigelei enthalt folglich fiir den Abbau der Adenylsaure 
Phosphatasen, die zunachst die Adenylséure zu Adenosin desphos- 
phorylieren und ferner Adenosin—Desaminase, die Ammoniak aus 
Adenosin abspaltet. 

Da im Brei von unbefr. Seeigeleiern Hefeadenylséure nicht 
gespalten wird, wohl aber Muskeladenylséure, kénnte man ver- 
muten, daB es sich bei der wirksamen Phosphatase um die spezifische 
5-Nucleotidase, und nicht um die allgemeine alkalische Phospho- 
monoesterase (Reis 1937/38a) handelt. 

Zusatz von Phosphat beschleunigt die Desaminierung von 
Adenylsaéure wesentlich. In der Salzmischung ohne Phosphat nach 
Abzug der entsprechenden Kontrollen wurde eine Desaminierung 
(18 Versuchsserien) von 3,44 + 0,26 Mikromol Ammoniak pro Stunde 
und Kubikzentimeter Eier gefunden. Mit Phosphatpuffer war die 
Ammoniakbildung 6,07 + 0,88 (8 Versuchsserien, vgl. Tab. 7). 

In anderen Fallen bewirkt Zusatz von Phosphat eine Hemmung 
der Desaminiermg von Adenylsiure. 

Lutwak-Mann (1936) zeigte bei B. Coli, daB durch Phosphat- 
zusatz die Ammoniakbildung aus Adenosin beschleunigt, aus 
Adenylséure verlangsamt wurde. Conway u.a. (1939b) fanden 
eine Hemmung der Ammoniakbildung aus Adenylséure mit Muskel- 
adenylsiuredesaminase (Kaninchen) bei Zusatz von Phosphat- 
puffer. 

Nach Ostern und Mann (1983) wird im Herzmuskel Hefe- 
adenylsdure desaminiert. Diese Desaminierung wird durch Phos- 
phatpuffer gehemmt oder ganz aufgehoben. Dieselbe Wirkung 
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gegeniiber der Desaminierung von Muskeladenylséure zeigt sich bei 
denjenigen Arten von Herzmuskelbrei, bei welchen Adenosin viel 
schneller als Muskel-Adenylsiure desaminiert wird. 

Der Mittelwert fir die Ammoniakbildung aus Adenosin in 
Brei von unbefr. Kiern betrigt 12,86 + 1,9 (n =5) Mikromol 
Ammoniak pro Stunde und Kubikzentimeter Eier (Phosphat zu- 
gesetzt). Die Desaminierung der Adenylséure im Skelettmuskel 
des Kaninchens ist 4900 Mikromol Ammoniak pro Stunde und 
Gramm Gewebe (Feuchtgewicht) und die von Adenosin 3,8 Mikromol 
(nach den Angaben Conways u. a. 1939b umgerechnet). 

Fiir Leber sind die entsprechenden Angaben fiir Adenylsaure 
12,0 und fiir Adenosin 15,9. 

Die Geschwindigkeit der Ammoniakbildung aus Adenosin im Brei 
von Seeigeleiern zeigt also dieselbe GriBe wie be1 Warmbliitergewebe. 


d) Die Desaminierung im Brei zu verschiedenen Zeiten 
nach der Befruchtung 


Die oben angefiihrten Resultate iiber die Geschwindigkeit der 
Ammoniakbildung beziehen sich auf Breie unbefr. Seeigeleier. Ahn- 
liche Ergebnisse findet man in verschiedenen Stadien nach der 
Befruchtung. Im Brei von befr. Eiern (5, 10, 20 und 80 Minuten 
nach der Befruchtung) wurde durch Adenylsiurezusatz dieselbe 
Menge Ammoniak gebildet wie in dem gleichzeitig untersuchten 
Brei unbefr. Kier. 

Mit Adenosin als Substrat wurde die Desaminierung auch in 
einem Blastulastadium (7 Stunden 30 Minuten nach der Befruch- 
tung) untersucht. Die Ammoniakbildung pro 36 mg N (1 cem un- 
befr. Kier entsprechend) und Stunde betrug 4,0 Mikromol, also nur 
ein Drittel von der Desaminierungsgeschwindigkeit des ‘Breies 
unbefr. Eier (12,86 Mikromol). 


4. Die Desaminierung in cytolysiertem Sperma 


Als Kontrolle zu den unten zu beschreibenden Versuchen mit 
Brei wurden die Ammoniakbildung nach Zusatz von Adenosin 
und Adenylsiure sowohl wie die Kigendesaminierung des cytoly- 
sierten Spermas gemessen. Einige der Versuchsergebnisse sind 
hier zusamimengestellt und pro Kubikzentimeter _,,trocknes“ 1) 
Sperma berechnet. Phosphathaltige Salzmischungen. 


1) Unter trocknem Sperma ist hier und im folgenden das aus den ver- 
wundeten Testikeln direkt austretende, von Korperflissigkeit und Seewasser 
vollstandig freie Sperma verstanden. 
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Mikromol Ammoniak 
1 cem trocknes Sperma bildet pro Stunde .---+--:- 0,55 + 0,09(n = 5) 
1 cem trocknes Sperma bildet nach Zusatz von Adenylsaure 0,85 + 0,01 
1 ccm trocknes Sperma bildet nach Zusatz von Adenosin 0,80 (3 Versuche) 
1 ccm trocknes Sperma bildet nach Zusatz von Adenosin 
und nach Dialyse 1,44 (2 Versuche) 
Im Sperma sind also Desaminasen enthalten, deren Aktivitat 


jedoch geringer ist als die der im Ki vorkommenden. 


5. Die Aktivierung der Ammoniakbildung in einer Mischung 
von cytolysiertem Sperma und Brei unbefr. Seeigeleier 


a) Nichtdialysierte Breie 


Zusatz von Sperma zu Kierbrei aktiviert die Ammoniakbildung 
iiber den reinen Additionseffekt hinaus. 


Aktivierung der Ammoniakbildung aus Adenylsdure 
bei Zusatz von cytolysiertem Sperma zu Brei von 
unbefr. Eiern 


Aus 30cem 10°/,iger Eiersuspension wurden 44 ccm EKierbrei mit der 
phosphathaltigen Salzmischung nach den oben gegebenen Vorschriften her- 
gestellt. Davon wurden zu jeder Probe 10ccm + 0,5cem Toluol verwandt 
und die verschiedenen Ansatze nach untenstehendem Schema zusam mengestellt. 
Nach 240 Minuten Schiittelung wurde mit lecm 30°/jiger Trichloressigsaure 
fixiert und von der fixierten Lésung fiir die Ammoniakbestimmung 5 ccm 
(0,175 ccm Kier enthaltend) entnommen. Parnasdestillation und Nesslerisierung. 


Das Sperma wurde mit 3 Teilen Wasser verdiinnt. Die Adenylsaure- 
konzentration betrug pro Probe 10mg in 0,5 ccm dest. Wasser. Total- 
volumen der Probe nach den verschiedenen Zusatzen war 11,5 ccm. 

















Kierbrei. . . . . — — — }l0 , 10 | 10 | 10 
Salzmischung . .' 10 | 10 10 — | — | — — 
Cytolys. Sperma!) — 1,0 1,0 —- 1.0 — 41,0 
Adenylsiure. . .) — 0,5 a 05 0,5 
Destilliert. Wasser 10 0.5 °° 3 O 15; O56 | 10 | O 
| | la ; _ Ejer- | Eierbrei 
| isis \Sperma hy eset Eier-) Eierbrei | brei_ | Adenyl- 
| | saiure | rei +Sperma Adenyl-' saure 
| | | | siure | Sperma 
Gefunden in | | ._  -- | 
Mikromol . . . | 0,33 | 0,52 | 0,60 41,09 1,49 | 4,32 6,19 
Entsprechende Korrektur . . . . . . . .{0,76! 0,97 3,99 , 5,59 
Mikromol pro Std. und Kubikzentimeter Eier}]1,09 1,40 5,71 8,0 
Zunahme durch Adenylsiure. . 2... . a 4,62 6,60 
Zunahme durch Sperma. ....... . 0,31 2.29 


) Das Verhiilinis Sperma:Eier bei der gewéhnlichen Befruchtung 
betriigt 1:350—700. Das Verhiiltnis Sperma: Eier in den Versuchen mit 
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In der untenstehenden Tab. 6 sind die Versuche zusammen- 
gestellt, die mit phosphathaltigen Salzlésungen ausgefithrt wurden. 
Die Angaben beziehen sich auf 1 ccm Eier pro Stunde in Mikromol 
Ammoniak. Samtliche Zahlen sind um die Eigendesaminierung des 
Spermas vermindert und zeigen also allem die Aktivierung der 
Ammoniakbildung durch Spermazusatz zu Eierbrei. 


Tabelle 6 


Ammoniakbildung in phosphathaltigem Brei von unbefr. Eiern in 
Gegenwart von Muskeladenylsiure und Adenosin mit und ohne Zusatz von 
cytolysierten Sperima. 





























- . , Veriinderung durch 
Kontro'le Adenylsaure Adenosin Spe rite - 
Bri | 4. | Brei J, .| Brei | Kon- |Adenyl-| Ade- 
_— +Sperma sai +Sperma pres +Sperma}] trolle | saure | nosin 
0,98*)| 1,26 6,05 | 10,32 | — | +0,28 | +4,27 —_ 
1,09*), 1,40 5,71 8,00 +0,31 | +2,29 — 
0,71*) 1,07 4,57 6,07 — jp = +0,36  --1,50 — 
— | — 7,95 9,70 —j — — +1,75 — 
152 | 1,94 8,97 9,40 }15,1 16,35 +0,42 +043 +1,25 
1,87 | 2,23 12,10 13,90 |18,8 | 20,6 +0,36 +1,10 +1,80 
0 | 0,16 2,48 4,73 | 7,95 9,38 +016 +2,25 ++41,43 
103 | 1,31 | 7,10 | 892 [13,90 15,58 | +028  +1,82 | +1,63 
+1,06 , +0,9 +0,03  -+0,45 +0,23 
(n=8)**)| (n=8)**) | (n=6)**) (n=8)**), (n=3) 


*) In diesen Versuchsserien wurden Doppelbestimmungen ausgefiihrt. 
Die Variationsbreite ist oben besprochen worden. In dem Versuch gefundene 
Werte sind mit einem Faktor multipliziert, der zwischen 1 und 2 lag, der Ver- 
dimnung des Breies entsprechend, um die Werte pro Stunde und Kubik- 
zentimeter Eier anzugeben. 


**) In der Anzahl] Bestimmungen (1) sind die Doppelbestimmungen nicht 
mit einberechnet. 


Der héchste Wert der Aktivierung der Ammoniakbildung im 
Eierbrei durch Spermazusatz mit Adenylsaure als Substrat ist 4,27 
und der niedrigste 0,30. Diese groBe Streuung der Werte ist wahr- 
scheinlich zum Teil auf mangelhafte Zusammensetzung der Salz- 
mischung zurickzufiihren und zum Teil auf das biologische Ver- 
halten des Spermas. Unten wird gezeigt werden, daB im Sperma 
Substanzen vorhanden sind, die die Ammoniakbildung hemmen. 
Die Menge dieser hemmenden Substanzen kénnte von emem Sperma- 
material zum anderen variieren, so daB die fiir die Aktivierung opti- 
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male Spermakonzentration nicht unter allen Umstinden die- 
selbe ist. 

Die Aktivierung der Ammoniakbildung durch Spermazusatyz 
mit Adenosin als Substrat ist etwa ebenso groB wie mit Adenyl- 
siure, obgleich die Desaminierung des Adenosins im Brei von unbefr. 
Riern 2—3mal gré8er ist. 

Die Aktivierung durch Spermazusatz ist ohne Phosphat kleiner 
als mit Phosphatzusatz. Nach Abzug der Kontrollen ohne Sub- 
strat verhalten sich die Mittelwerte mit Phosphat zu denen ohne, 
in bezug auf die Aktivierung durch Spermazusatz, wie 0,39: 
1,54 oder 1:4,0. (Siehe Tab. 7.) 

Die Geschwindigkeit der Aktivierung der Ammoniakbildung im 
Brei nach Spermazusatz ist kleiner als bei der gewdhnlichen Be- 
fruchtung. Wahrend der fiinf ersten Minuten nach der Befruchtung 
folgt die Ammoniakbildung einer annahernd geraden Kurve, und 
es werden in dieser Zeit etwa 0,40 Mikromol Ammoniak pro 
Kubikzentimeter Hier gebildet. Im phosphathaltigen Brei ist die 
Aktivierung der Ammoniakbildung nach Spermazusatz fiir die- 
selbe Zeit: Ohne Substrat 0,03 und mit Adenylsiure als Sub- 
strat 0,18 Mikromol Ammoniak pro Kubikzentimeter Hier. Die 
Geschwindigkeit der Aktivierung im Brei ist also etwa 2mal lang- 
samer mit Adenylsiure und 13mal langsamer ohne Substrat als 
bei der gewohnlichen Befruchtung. Die absoluten Werte sind jedoch 
im Brei gréBer, da die Kurve geradlinig mehrere Stunden weiterlauft. 

Bei der Desaminierung der Adenylsiure im Brei von unbefr. 
Kiern bilden sich Ammoniak und Phosphat in ungefihr aiquivalenten 
Mengen. Ks entsteht die Frage, ob auch bei der Aktivierung nach 
Spermazusatz dieselben Verhiltnisse vorliegen. Deshalb wurden 
einige Analysen ausgefiihrt, bei denen die Ammoniak- und Phosphat- 
bildung bei der Aktivierung durch Spermazusatz parallel untersucht 
wurden. Das HErgebnis aus 6 Versuchsserien war wie folgt: 

Kontrolle Adenylsiure Nach Abzug der Kontrolle 


Ammoniak . 0,22 +0,04 0,57 +0,12 0,35 t=2,76 p=0,02 
Phosphat . 0,70+40,18 0,93 + 0,25 0,23 t=0,74 


Die Ausschlage sind zu klein, um sichere Schliisse zu gestatten, 
aber es besteht doch immerhin die Méglichkeit, da8B die Zunahme der 
Spaltung von Adenylsiure nach Spermazusatz nach der Reaktion 
Seite 49 vor sich geht. Nach diesen Ergebnissen darf man an- 
nehmen, da8 Phosphatasewirkungen bei der Aktivierung der Am- 


moniakbildung durch Spermazusatz mit Adenylsiure als Substrat 
eine Rolle spielen kénnen. 
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Andere Substanzen, die nach Spermazusatz ebenso wie 
Adenylsiure und Adenosin eine Zunahme der Ammoniakbildung 
zeigten, waren ATP, Guanylsiure und Glutamin. Die Ergeb- 
nisse sind in der untenstehenden Tab. 7 zusammengestellt. Die 
experimentellen Bedingungen sind die gleichen wie im Versuch 
8. 46. Dieselbe Konzentration (in mg) wird fiir die verschiedenen 
Substrate angewandt. Adenosin ist in lauwarmem Wasser leicht 
léslich. Die statistischen Angaben nach 8. 16, Kapitel Ammoniak- 
bildung. 


Ohne EHinflu8 waren Lysin, Glutaminsiure, Guanin, Adenin, 
Alanin, Histidin und Asparaginsaure. 


Folgende ammoniakbildenden Reaktionen sind also im Brei 
von unbefr. Seeigeleiern nachgewiesen: (In der untenstehenden 
Tabelle wird auch die Geschwindigkeit der Aktivierung durch 
Sperma angegebea.) 

















Aktivierung 
rung durch Sperma 

Adenosin-> Ammoniak+ Inosin. ....... 12,86 | 1,30 
Adenylsiure-> Ammoniak + Inosin+ Phosphat . 6,07 | 1,54 
ATP-> Ammoniak-+ Inosin+ 3-Phosphat . . . . 0,79 | 0,12 
Guanosin-> Ammoniak+ Xanthosin..... . 1,33 | 0 
Guanylsaiure-> Ammoniak + Xanthosin + Phos- 

ee 6 oe ss ee te es ee ee 0,48 | 0,15 
Glutamin-> Ammoniak-+ Glutaminsadure ... . 0,28 | 0,10 


Der Wert der Desaminierung sinkt sowohl in der Adenin- wie 


in der Guaninserie, je phosphorylierter die betreffenden Substrate 
werden. 


Die Desaminierung von Adenylséure und Adenosin verlauft 
5—10mal schneller als die der anderen wirksamen Substrate. Die 
Aktivierung durch Sperma ist ebenfalls bei den erstgenannten 10 mal 
créBer als bei den anderen. 


b) Dialysierte Breie. 


Die im folgenden kurz beschriebenen Versuche bezwecken eine 
Reinigung der bei der Desaminierung wirksamen Faktoren sowohl 
im Sperma wie in den Hiern, um dann mit Hilfe der gereinigten 
Priaiparate den Mechanismus der Aktivierung der Ammoniakbildung 
besser verfolgen zu k6énnen. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 271 t 
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Die Reinigungsversuche sind nicht sehr weit fortgeschritten. 
Doch konnte gezeigt werden, da8 die wirksamen Stoffe im Hier- 
und Spermaextrakt warmeempfindlich und nicht dialysierbar sind. 


Nach Dialyse der Breie unbefr. Eier nimmt die Desaminase- 
aktivitaét etwas ab. 


Ammoniakbildung bei Zusatz von Adenylsaure und Adenosin 
vor und nach der Dialyse 


Vor Dialyse Nach Dialyse 
Adenylsaure 6,07 + 0,88 1. oS Mikromol Ammoniak pro Std. 
(8 Versuchsserien) 2. 5,2 und Kubikzentimeter LEier. 
Phosphat zugesetzt. 
Adenylsaure 3,44 + 0,26 1. 3,76 

(18 Versuchsserien) 2. 3.61 ohne Phosphat 
Adenosin 12,86 + 1,9 1. 4,8 Mikromol Ammoniak pro Std. 
(5 Versuchsserien) 2. 8,0 und Kubikzentimeter Elier. 
3. 9.95 In I. Phosphat zugesetzt, 


die iibrigen ohne Salzzusatz 
analysiert. Korr. fiir die 
entsprechenden Kontrollen 
ohne Substrat 


Nach 30 Minuten langem, kraftigem Zentrifugieren des dialy- 
sierten Extraktes befand sich die Desaminaseaktivitaét in der oben- 
stehenden, schwach triiben, rétlichen Lésung. In einem Fall mit 
Adenosin als Substrat betrug die Desaminaseaktivitét 8,0 Mikro- 
mol Ammoniak pro Stunde und Kubikzentimeter Eier vor und 
7,75 Mikromol nach dem Zentrifugieren. Die zentrifugierte Lésung 
wurde 4 Tage im Eisschrank aufbewahrt und zeigte nach dieser Zeit 
eine Aktivitaét von 8,2 Mikromol Ammoniak pro Kubikzentimeter 
Hier und Stunde. Schmidt (1928) konnte sowohl Adenosin wie 
Muskeladenylséuredesaminase in Lésung bringen und durch Ton- 
erde trennen. 

Der nach den Angaben von Orstrém und Lindberg dia- 
lysierte Ejier- oder Spermabrei wurde entweder mit Phosphat- 
puffer versetzt oder ohne Zusatz von Salzen der weiteren Unter- 
suchung unterworfen. Vier Dialyseversuche wurden ausgefihrt, von 
denen zwei insofern negativ ausfielen, als sie keine Beschleunigung 
der Desaminierung durch Zusatz von Spermaextrakt zeigten. 
Diesen beiden Proben war kein P zugesetzt, wahrscheinlich muB 
dies negative Ergebnis auf Phosphatmangel zuriickgefiihrt werden. 

Die Geschwindigkeit der Desaminierung war in diesen 2 Fallen 
auch klein. 

Das Sperma wurde in diesen Versuchen in verschiedener Weise 
behandelt. Entweder war es nur cytolysiert und dialysiert oder auch 

4* 
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dialysiert und zentrifugiert, so daB eine schwach tribe gelbliche 
Lésung entstand (Spermaextrakt). Der dialysierte Kierbrei wurde 
auch zentrifugiert und die Liésung (HKierextrakt) zu den Analysen 
verwendet. Die Zunahme der Ammoniakbildung ist mit Adenyl- 
siure und Adenosin als Substrat untersucht worden. Die Desa- 
minierung der betreffenden Substrate durch das Sperma wurde 
in Abzug gebracht. Es handelt sich um dieselben kleinen Aus- 
schlage wie vor der Dialyse. 


Die Ammoniakbildung in dialysierten Extrakten von 
Seeigeleiern nach Zusatz von dialysierten Extrakten von 
Sperma 


Die experimentellen Bedingungen sind die gleichen wie auf 
S. 46, ebenso die Konzentrationen der Substrate. An die Stelle des 
Hierbreies trat der dialysierte und zentrifugierte Kierextrakt. Dieser 
wurde mit Phosphatpuffer verdiinnt. Andere Salze waren nicht 
vorhanden. 





-Kontrolle Adenylsiure— 7 Adenosin 








4 cytol. i+ dialys.} Eier- 14, cytol. 


Sperma | Sperma Jextrakt| Sperma 


Hier- + cytol.} Eier- 
extrakt | Sperma]|extrakt 











} 


Aktivierung | 109 1995 
durch Sperma — | 


Desaminierung | 1,71| 1,97| 532  7,67| 7,16] 6.55 | 10,40 














+ 1 84 + 3,85 


Ks ist ersichtlich, daB ein groBer Teil der Desaminaseaktivitit 
im HKierextrakt enthalten ist. Im Fall des Spermas sind durch die 
Dialyse etwa 25°/, seines Aktivierungsvermégens mit Adenylsiure 
als Substrat verloren gegangen. Wird der dialysierte Sperma- 
brei zentrifugiert, so findet man das Aktivierungsvermégen mit 
Adenosin als Substrat in der kolloidalen Lésung. 


In Zusammenhang mit den in der Einleitung beschriebenen 
Gamonwirkungen (Androgamon II), die die Rinde des Kies und da- 
durch méglicherweise den Stoffwechsel verandern, ist es von 
Interesse festzustellen, ob die ammoniakaktivierende Substanz im 
Sperma mit Androgamon II identisch ist (Hartman u. a. 1940). 
Die Wirkungen von Androgamon II sind im Seewasserextrakt 
aus Spermien anzutreffen und iiben ihre Wirkung im Seewasser aus. 
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Die Ammoniakbildung wird nicht aktiviert, wenn eine konzen- 
trierte Spermasuspension in Seewasser zu Brei + Adenylséure in 
Seewasser oder in Salzmischung gegeben wird. Nur cytolysiertes 
Sperma aktiviert die Ammoniakbildung im Brei. Wird 1 Teil 
trocknes Sperma mit 2 Teilen Wasser cytolysiert und 10 Minuten 
nach der Cytolyse zentrifugiert, so findet man die aktivierenden 
Wirkungen nicht mm dem klaren Spermawasser, sondern in dem 
festen Spermakuchen am Boden des Zentrifugenrohres. Die wirk- 
samen Faktoren im Sperma, die die Ammoniakbildung aktivieren, 
werden nur langsam in Lésung gebracht, z. B. durch lang an- 
dauernde Dialyse. 


Die Warmeempfindlichkeit von Androgamon IIT und die der 
Ammoniak aktivierenden Faktoren ist ebenfalls verschieden. Andro- 
gamon II ist ziemlich warmebestandig und wird durch 2 Minuten 
Janges Kochen im siedenden Wasserbad extrahiert. Die akti- 
vierenden Wirkungen im Sperma dagegen verschwinden schon nach 
30 Sekunden im siedenden Wasserbad. Dieses zeigt, daB die Andro- 
gamon IJ-Wirkungen und die Aktivierung der Ammoniakbildung 
durch Sperma nicht identisch sind. 


6. Der mutmaBliche Verlauf der Aktivierung 


Mikroskopisch la8t sich beobachten, daB die Spermienképfe bei 
der Cytolyse nicht platzen, sondern nur quellen und von emer zéhen 
Membran umgeben sind. Es ware mdéglich, daB im Spermienkopf 
Enzyme sozusagen auf Vorrat vorhanden sind, und daB durch den 
EinfluB des Eierbreies auf die Spermienképfe, wie z. B. de Meyer 
(1911) beobachtet hat, diese aufquellen, und dann die betreffenden 
Substanzen aus den Spermien herausgelést werden. Die oben be- 
schriebenen Dialyseversuche zeigen jedoch, daB es sich nicht so ver- 
halten kann, denn in diesem Fall liegen die wirksamen Faktoren in 
kolloidaler Lésung vor. | 

Schon Loeb hat die Vermutung ausgesprochen, daf bei der 
Entwicklungserregung das Beseitigen von Hemmungen eine wichtige 
Rolle spielt. Spater hat z. B. Whitaker (vgl. Diskussion) sich da- 
fiir ausgesprochen, daB sowohl das Entfernen von Hemmungen wie 
auch eine direkte Beschleunigung vieler Reaktionen fiir die Ent- 
wicklungserregung typisch sind. Wir haben jetzt Beispiele, daB im 
Seeigelei viele enzymatische Reaktionen nicht mit maximaler Ge- 
schwindigkeit sondern gehemmt verlaufen, und da8 diese Hemmung 
dureh verschiedene Eingriffe beeinfluBt werden kann. Dieses ist der 
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Fall bei der Glykogenolyse, die nach Orstr6m und Lindberg im 
unbefr. Ei von Paracentrotus lividus mit kaum meBbarer Ge- 
schwindigkeit im Brei jedoch schnell vor sich geht. Der Abbau des 
Glykogens ist im intakten Ki wahrscheinlich durch strukturelle Ver- 
Laltnisse in der Zelle gehemmt. Zwar ist es auch méglich, da8B durch 
das Zerquetschen der Hier fiir die Glykogenolyse notwendige Sub- 
stanzen gebildet werden. 


Im Brei von unbefr. Hiern kann eine Pyrophosphatase nach- 
gewiesen werden. Die intakten Hier spalten kein Phosphat ab 
oder héchstens sehr langsam’). 


Eine Ammoniakbildung ist in den Hiern vor der Befruchtung 
nicht sicher nachgewiesen. Wenn sie aber vorkommt, ist sie klein, 
und zwar < 0,5 Mikromol Ammoniak pro Stunde und Kubik- 
zentimeter Hier. Im Brei von unbefr. Kiern betragt sie nach den 
oben angefiihrten Angaben etwas mehr als 1 Mikromol pro Kubik- 
zentimeter Bier und Stunde. Durch das Zerquetschen der Kier 
und Herstellen des Breies ist die Desaminaseaktivitét auf mehr 
als das Doppelte gestiegen. 


Die Muskeladenylsiuredesaminase wird, wenu die Desami- 
nierung von Adenylsiure im Blut und Extrakt aus Geweben des 
Kaninchens gemessen wird, durch verschiedene Puffersysteme ge- 
hemmt, u. a. von Phosphat- und Bicarbonatpuffer. AuBerdem gibt 
es in den Extrakten selbst hemmende Substanzen, denn bei Ver- 
diinnung des Eixtraktes kann die Desaminierungsgeschwindigkeit 
bis zu 60mal zunehmen (Conway u. a. 19389b). In Extrakten aus 
Skelettmuskeln dagegen finden die Verfasser keine derartige Hem- 
mung. Das gleiche trifft bei der Adenosindesaminase zu. 


Ks erschien auf Grund dieser Versuche interessant, fest- 
zustellen, ob aihnliche hemmende Wirkungen auch bei der enzy- 
matischen Ammoniakbildung im Seeigeleierbrei zu finden sind. 
Aus diesem Grunde wurden Versuche ausgefiihrt, bei denen die 
Konzentration des Breies variiert wurde. In der untenstehenden 
Tabelle sind die Ergebnisse zusammengestellt. Die Ammoniak- 
bildung bei der Adenylsiure ist in der phosphatfreien Salzlésung 
gemessen, die Phosphatbildung wurde gleichzeitig untersucht. Mit 


Adenosin als Substrat| wurde der Brei dagegen mit der phosphat- 
haltigen Salzlésung bereitet. 


at ‘) Nach 1 Stunde Schiittelung konnten bei den unbefr. Eiern keine 
Veriinderungen der Phosphatfraktionen gefunden werden. 
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Ammoniakbildung aus Adenylsaure und Adenosin bei 
verschiedenen Konzentrationen des Breies 











Adenylsiure | ee ; Adenosin ins 
°/, der Susp. ‘Desaminierung, Phosphatbildung | °/, der Susp. \Desaminierung 
se | Aquivalent mit | — | 
6—10 3,44 + 0,25 | der Ammoniak- 4—7,5 | 12,89+1,9 
menge | 
18 3,01 | -— 35,5 2,64 
24 1,80 0,75 | 
37 2,80 | 2,80 
39 | 2,93 | 2,41 
3900 At 2,05 | 
45,5 | 1,31 1,25 | 





Erst bei ziemlich starken Konzentrationen ist eine Hemmung 
der Ammoniakbildung und der Phosphatbildung festzustellen. 
Diese ist besonders deutlich bei Adenosin. Systematische Versuche 
fehlen. Die Phosphatwerte liegen etwas unter den Ammoniak- 
werten. Aber die Tendenz geht dahin, da8B bei zunehmender Kon- 
zentration des Breies die Mengen von Ammoniak und von Phos- 
phat abnehmen. 


Die Spermakonzentration beeinfluBt die Ammoniakbildung 
ebenfalls. Zu starke Konzentrationen des Spermas kénnen in dem- 
selben Brei hemmend wirken, in dem eine schwiéchere Konzen- 
tration die Ammoniakbildung beschleunigt. 


Hinflu8 von verschiedenen Spermakonzentrationen 
auf die Geschwindigkeit der Ammoniakbildung aus 
Adenosin in EKierbrei 


Die Verdiinnungen geben an, mit wieviel Kubikzentimeter Wasser 1 com 
trocknes Sperma verdiinnt ist. Von den betreffenden Spermalésungen wurde 
dem Brei 4/,, Volumen zugesetzt. Adenosin (10mg, in 10 ccm Brei) als Substrat. 
Dauer des Versuches 220 Minuten. 

Fixierung mit 1/,, Volumen 30°/,iger Trichloressigsiure am Ende des 
Versuches. 








Ammoniakbildung 
(0.2 com Eier). . . .{ 38,7 40,6 39,8 37, 35,1 
Veranderung bei Sperma- 
ne -¢ <4 ee Ss + 1,9 + 1,1 — 0,9 — 3,6 
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Dieser Effekt ist entweder auf hemmende Wirkungen im 
Sperma oder auf eine Ammoniakaufnahme durch Sperma zurick- 
gufiihren, die mit steigenden Spermakonzentrationen ausgepragter 
werden sollte. In diesem Falle sollte die Kurve durch zwei Reak- 
tionen bedingt sein. Zuerst eine aktivierende Wirkung, wodurch 
Ammoniak gebildet wird; dann eine Ammoniakaufnahme in die 
Spermien, wodurch Ammoniak verschwinden sollte. Diese letzte 
Moglichkeit finde ich unter den Versuchsbedingungen nicht be- 
sonders wahrscheinlich. Es ist anzunehmen, daB eme eventuelle 
Ammoniakaufnahme ahnlich wie im Ei erfolgt. Im Ei reichert sich 
bei px 6,2 und nach Cytolyse oder Fixieren mit Trichloressigsaiure 
Ammoniak nicht an (vgl. Kapitel 6). Daher erscheint es am wahr- 
scheinlichsten, daB im Sperma Substanzen vorhanden sind, die auf 
die Ammoniakbildung hemmend wirken, wenn sie in zu groBem 
UberschuB vorhanden sind. Sperma- und Eisubstanzen miissen in 
bestimmten Proportionen zueinander stehen, um optimal zu wirken. 
Es sei in diesem Zusammenhang an die Gamonwirkungen erinnert: 
Es muB ein ganz bestimmtes Verhaltnis Androgamon zu Gynogamon 
bestehen, damit die Befruchtung zustande kommen kann. 

Runnstrém (1935a) findet in gefrorenen und wieder auf- 
getauten Suspensionen von unbefr. Arbacia-Kiern eine etwas 
niedrigere Atmung in den nicht verdinnten als in den mit destil- 
liertem Wasser verdiinnten, und vermutet eine Salzwirkung. In 
den Versuchen mit Ammoniakbildung aus Adenylsaéure in Breien 
von unbefr. Eiern, die hier oben beschrieben sind, ist eine Salz- 
wirkung ausgeschlossen, da die Salzkonzentration in allen Konzen- 
trationen des Breies die gleiche war und sich der Zusammensetzung 
der Intermicellarfliissigkeit naherte. 

Die aktivierende Wirkung des Spermas kénnte darin be- 
stehen, da Hemmungen, die im Ei vor der Befruchtung vor- 
handen sind und gewisse Reaktionen verlangsamen, durch das 
Sperma beseitigt werden (Enthemmung, Bersin 1940). Diese 
Hemmungen kénnten entweder chemischer oder struktureller Natur 
sein. Willstatter u.a. (1940) untersuchen die enzymatischen 
Systeme der Zuckerumwandlung im Muskel und betonen besonders 
ihre groBe Verinderlichkeit. Um die Hemmung und Enthemmung 
der Enzymsysteme zu erkliren, nehmen sie Veranderungen in 
allen Proteinen an, an die sich die Enzyme assoziieren. Im Falle 
des Seeigeleies sind solehe Verinderungen als Erklirung der 


Aktivierung durch Spermazusatz sehr wohl] denkbar (Orstrém 1941, 
vgl. auch Kapitel 6). 
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Eine andere Moglichkeit fiir die Aktivierung der Ammoniak- 
bildung durch Sperma ist, da8 im Ei ein Enzymsystem vorhanden 
sein kénnte, welches durch Zusatz von Sperma komplettiert wird 
und derart die Geschwindigkeit der Reaktion erhéht. 

Die Enzymsysteme im Sperma und Ki sind nicht immer die- 
selben. In den Spermien von Rana fusca findet Brachet (1934a, 
S. 704 ff.) Cytochrom, waihrend in den unbefr. Eiern kein Cytochrom 
gefunden wurde. Dasselbe gilt fiir die unbefr. Kier von Molge 
cristatus, Forelle, Seeigel und Asterias rubens. 

Ball und Meyerhof (1940) fanden im Sperma von Arbacia 
punctulata groBe Mengen von Cytochrom a, b und e, und auch 
grobe Mengen von Cytochromoxydase und Succindehydrase. Alle 
diese Substanzen konnten jedoch im Ei weder vor noch nach der 
Befruchtung nachgewiesen werden!). Schlieflich wire es méglich, 
daB die Spermien Aktivatoren enthalten, die analog wie Kinase 
oder Enterokinase bei der Aktivicrung des Trypsins wirken. 

Fir die Frage der Aktivierung ist es von groBem Interesse, dah 
unter Umstanden Enzyme reversibel inaktiviert und reaktiviert 
werden kénnen. Lennerstrand (1938, 1940 u. 1941) hat nach- 
gewlesen, da Cozymase unter bestimmten Bedingungen, z. B. in 
lebender Hefe oder Trockenhefe inaktiviert wird. Die Inaktivierung 
beruht auf einer Hemmung der Umesterungsprozesse und der Oxydo- 
reduktionen und verliuft in zwei Stufen, von denen die erste ei 
noch reversibles und die zweite ein irreversibles Stadium darstellt. 
Durch Entfiernung der hemmenden Substanzen (NaF) oder Er- 


ganzung des Garungssystems kann inaktivierte Cozymase reak- 
tiviert werden. 


Kapitel 4 


Die Veranderung der Oxypurine bei der Entwicklungserregung 
des Seeigeleies 

1. Hydrolyse der Purinverbindungen. 

2. Die Priifung der Aktivitét der Xanthinoxydase in Extrakten und Hydro- 
lysaten von Seeigeleiern durch Messung der Sauerstoffaufnahme. 

3. Die Bestimmung der Harnsiure. 

4. Die Veranderung des Gehaltes an Oxypurinverbindungen bei der Ent- 
wicklungserregung und ihre Bedeutung fiir die Stoffwechselveranderungen. 

In den im vorhergehenden beschriebenen Desaminierungsver- 
fahren waren unter 33 untersuchten Verbindungen Muskeladenyl- 


1) Vgl. Lindahl, S. 1x9. 1941. 
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siure und Adenosin die einzigen, die mit gréBerer Geschwindigkeit 
im Eierbrei desaminiert wurden. Durch Zusatz von cytolysiertem 
Sperma zum Brei wird die Geschwindigkeit dieser Desaminierung 
beschleunigt. 

Es‘ fragt sich nun, ob die gleiche chemische Reaktion bei der 
Entwicklungserregung des Hies auftritt. Da der Anteil der Phos- 
phate bei der Entwicklungserregung nicht verindert wird (Runn- 
strém 1933b, Orstrém und Lindberg 1940, Zielinsky 1989), 
so schlieBt dies die Desaminierung von Muskeladenylsiure aus. 
Man hat zu untersuchen, ob die im Brei festgestellte Desaminie- 
rung von Adenosin den im Ki vorliegenden Verhaltnissen ent- 
spricht, und demzufolge die Oxypurine quantitativ zu bestimmen. 

Ahbnliche Verhialtnisse sind u. a. von Parnas 1929 und 
Embden 1928 im Zusammenhang mit der Ammoniakbildung bei 
der Muskelkontraktion eingehend analysiert worden. Bei den vor- 
liegenden Versuchen wurden keine derart eingehenden Analysen 
ausgefiihrt. Da die Purine nach obenstehenden Formeln nicht 
frei, sondern gebunden vorkommen, wurde nach vorangegangener 
Hydrolyse die Totalmenge der Oxypurine bestimmt. Diese Ana- 
lysen wurden vor und 10 Minuten nach der Befruchtung aus- 
cefihrt. Im Gegensatz zu den Pyrimidinderivaten lassen sich 
die Purine aus ihren komplizierten Verbindungen — Nucleoside, 
Nucleotide und Polynucleotide — durch Hydrolyse leicht frei er- 
halten. (Kossel 1898. Vergl. Oppenheimers Handbuch fir Lite- 
raturangaben.) 

Die gréBte Schwierigkeit bei den Analysen mit Seeigeleiern 
lag darin, eine Methode zu finden, die die Erfassung sehr kleiner 
Mengen gestattete. Das sonst wbliche Verfahren — Fallung mit 
Kupferoxyd und Bestimmung des Purinstickstoffs (siehe z. B. 
Kriger u. a. 1905, Tannhiauser u. a. 1920, Kerr u. a. 1982) 
— ist nicht empfindlich und spezifisch genug. 

Man hat versucht, die Purine mit Hilfe von spezifischen Enzymen zu 
bestimmen. Schmidt (1932) bestimmte Guanin mit Guanase, wodurch Am- 
moniak frei wird und quantitativ bestimmt werden kann. Cole u. a. (1930/31) 
haben den Oxypuringehalt im Blut mit Hilfe von Xanthinoxydase ermittelt. 
Nach 24 Stunden bei 27° oder 37° wurde die gebildete Harnsiure gemessen. 
Zugesetzte bekannte Mengen von Xanthin wurden zu 96°/, wiedergefunden. 


Kin ahnliches Verfahren benutzten Schuler u. a. (1935), indem sie mit 
Hilfe von der im Nierenpulver enthaltenen Xanthinoxydase Oxypurine zu 
Harnsaure oxydierten. 

Edson, Krebs u. a. (1936) bestimmten die Sauerstoffaufnahme in An- 
wesenheit von Xanthinoxydase und ermittelten nachher die gebildete Harn- 
siure. Diese Methode ist von Krebs und Orstrém (1939) zu einer Mikro- 





| 
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methode ausgearbeitet worden. 0,1 mg Hypoxanthin (etwa 15cmm OQ, ent- 
sprechend) kann auf diese Weise quantitativ bestimmt werden. Diese Methode 
ist fiir die Analysen iber den Oxypuringehalt der Seeigeleier verwandt worden. 


1. Hydrolyse der Purinverbindungen 

Die Hydrolyse der Seeigeleier wurde folgendermaBen aus- 
gefiihrt. Zu einer Kiersuspension von 15—20 cem (mit einem Ge- 
halt an etwa 1 ccm Hier = 1 g Feuchtgewicht), die zuvor mit 
1/,, Vol. 30°/,iger Trichloressigsiure fixiert, und sodann zermahlen 
war, wurde 1/, Vol. konzentrierte Salzsiure zugefiigt (Endkonzen- 
tration der Salzsiure 2,5n) und 21/, Stunden auf dem Sandbad 
unter RiickfluBkiihlung hydrolysiert. Diese Hydrolysenzeit stellt 
ein Mittel dar zwischen den Angaben Schmidts (1933), [auch von 
Kdlbacher und Jucker (1936) angewandt], der mit schwacher 
Saurekonzentration und langen Hydrolysenzeiten arbeitete, und 
denen von Graff und Maculla 1935, die starke Sdéurekonzen- 
tration und kurze Hydrolysenzeiten empfehlen. Bei der Hydro- 
lyse besteht erstens die Gefahr, daB die freigemachten Amino- 
purine unter-dem EKinflu®8 der Saéure gespalten werden. Guanin 
wird im Verlaufe von 32 Stunden vollstandig durch 25°/, (7 n)- 
Salzsiure gespalten, wobei 60°/, Xanthin gebildet wird (Fischer, 
K. 1910). Es wird aber bei 6stiindiger Hydrolyse in 2°/, (0,7 n)- 
Schwefelsiure nicht angegriffen (Schmidt 1932). Adenin ist un- 
empfindlich gegen Siiuren und Basen (Kossel 1887). Zweitens 
besteht die Gefahr, daB die Oxypurine unter den beschriebenen Um- 
standen nicht vollstandig aus den Nucleotiden abgespalten werden. 

Zur Kontrolle wurde zunichst die Hydrolysenzeit von 
21/, Stunden auf 4 Stunden ausgedehnt. Die Ergebnisse ver- 
finderten sich hierbei nicht. 

Weitere Kontrollversuche mit Inosinsiure von gleicher Kon- 


zentration wie in den Kiern, ergaben Resultate von 95°/, (gefunden 


26,5 emm O,, theor. 28). Die Hydrolyse wurde nach obigen Vor- 
schriften ausgefiihrt, und das abgespaltene Hypoxanthin mit 
Xanthinoxydase nach den unten folgenden Angaben gemessen. 
Vor der Hydrolyse der Inosinsiure war keine Sauerstoffaufnahme 
mit Xanthinoxydase festzustellen. 


2. Die Priifung der Aktivitaét der Xanthinoxydase in Extrakten 
und Hydrolysaten von Seeigeleiern 
Das Schardinger Enzym wurde 1902 von Schardinger in 
Milch entdeckt. Es oxydiert Aldehyde zu den entsprechenden 
Sauren. Bald darauf wurde ein weiteres Enzym in Milch entdeckt, 
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das Oxypurine zu Harnsiure oxydiert, die Xanthmoxydase. Es 
ist lange Zeit dariiber gestritten worden, ob diese zwei enzymatischen 
Vorginge von einem oder von zwei Enzymen bewirkt werden. 
Booth (1985, 1938a) hat sich eingehend mit dieser Frage be- 
schaftigt und ist zu dem Schlu8 gekommen, daB es in keinem Falle 
moglich ist, die Aldehyd- und die Purin-oxydierenden Wirkungen 
voneinander zu trennen, und da8 sie demzufolge das gleiche Enzym 
bilden. Ball (1939) hat Xanthinoxydase in sehr reiner Form dar- 
gestellt. Das Praparat oxydierte aber auch Aldehyde. 

Kirzlich haben Subrahmanyan u. a. (1939) ei hochgerei- 
nigtes Enzym dargestellt, welches Acetaldehyd oxydiert. Es 1st 
nicht mit der Xanthin—Aldehyd—Oxydase identisch. 

Das beliebteste Material, aus dem das Enzym in mehr oder 
weniger reiner Form isoliert wurde, ist Milch oder Sahne. Mor- 
gan u. a. (1922/23) studierten die aerobe und anaerobe Oxydation 
von Xanthin und Hypoxanthin durch Gewebe und Milch. Die 
Sauerstoffaufnahme wurde manometrisch gemessen und als Quelle 
fiir die Xanthinoxydase die unpraparierte Milch verwandt. Spater 
fallten Dixon und Thurlow (1924) die Xanthinoxydase mit 
Ammoniumsulfat, wobei das Casein mitgefallt wurde. 1926 teilten 
Dixon und Kodama (1926) ein Reinigungsverfahren mit, bei dem 
zuerst das Casein durch Lab entfernt wurde, und dann die Glo- 
buline mit Ammoniumsulfat gefallt wurden. Dieses Verfahren ist 
von Krebs und Orstrém (1939) mit einigen kleinen Modifika- 
tionen benutzt worden und wurde mit denselben Modifikationen 
auch in vorliegender Arbeit verwandt. Das reinste Praparat von 
Xanthinoxydase, welches bis jetzt dargestellt wurde, stammt von 
Ball (1939) aus Warburgs Laboratorium. Die prosthetische Gruppe 
des Enzyms ist eine gelbe Substanz, die viele gemeinsame Eigen- 
schaiten mit der Aminosiureoxydase hat, aber nicht identisch mit 
ihr ist. Sie ist wahrscheinlich ein Tri- oder Tetranucleotid mit einem 
ungeféhren Molekulargewicht von 74000. (Vgl. auch H. Theorell 
1940 und Stern 1940 tber die Xanthinoxydase.) 

Bei der Oxydation der Aldehyde durch Xanthinoxydase bilden 
sich Siuren, bei der Oxydation der Oxypurine Harnstoff. Durch 
Messung der Sauerstoffaufnahme und gleichzeitig der gebildeten 
Menge Harnsiiure kann man entscheiden, welche Gruppe von Sub- 
stanzen der Oxydation unterworfen wurde. Die Harnsiéuremenge 
gibt immer die Totalmenge der Oxypurine an. Anwesenheit von 
Aldehyden wird durch eine Oxydation ohne Harnsiéurebildung an- 
gegeben. Nach Krebs und Orstrém (1939) ist es unwahrscheinlich, 
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daB Aldehyde in biologischem Material in solchen Mengen vor- 
kommen kénnen, daB sie die Bestimmung der Purinkérper stéren. 

Die von der Xanthinoxydase oxydierten Purine sind in unten- 
stehender Tabelle mit ihrer relativen Oxydationsgeschwindigkeit 
(Hypoxanthin 100) zusammengestellt. Nur die manometrischen 
Messungen sind beriicksichtigt. Die zahlreichen Methylenblau- 
reduktionsversuche, die besonders von Dixon und Mitarbeitern 
ausgefihrt wurden, werden hier nicht diskutiert. 


Oxydation der Oxypurine durch Xanthinoxydase 











Relative heouse © 

















Substrat eter. pro Mol Harnsaurebildung 
digkeit Substrat 
Hypoxanthin ..... 100 2 100°/, d. Th. 
(6-Hydroxypurin) (Krebsu. Orstrém 1939) 
EE. 4h KR 60 1 100°/, d. Th. 
(2, 6-Hydroxypurin) (Krebs u. Orstrém 1939) 
ee 100 3 100°/, d. Th. 
(Krebs u. Orstrém 1939) 
Adenin. ..... _ 6 2 +--+ (Booth 1938a) 
(6-Aminopurin) - 
8-Hydroxypurin. .. . 0.6 — (Dixon u.a. 1934) 
6-Amino-8-hydroxypurin 7 1 + (Booth 1938a) 
6-Amino-2-hydroxypurin 4,5 Beinahel]| + (Booth 1938a) 


Unter diesen Substanzen kommen nur Xanthin, Hypoxanthin 
und Adenin in biologischem Material vor. Adenin nimmt eine 
Sonderstellung ein, indem es direkt ohne vorhergehende Des- 
aminierung oxydiert wird (Booth 1938a). Es ist unbekannt, welche 
Substanz sich dabei bildet; sie reagiert aber unter Blaufaérbung 
mit dem Harnsaurereagens. 

Bei der Oxydation der Purine mit Xanthinoxydase bildet sich 
Wasserstoffsuperoxyd (Thurlow 1925). Dies mu8 aus der Reak- 
tion entfernt werden, da es das Enzym zerstéren wiirde. Es wird 
deshalb Katalase in Form von Taubenleberextrakt zugesetzt. 
Dieser enthalt auch Guanase, wodurch unter den Versuchs- 
bedingungen auch Guanin desaminiert und dann von Xanthin- 
oxydase oxydiert wird. Alle diese interferierenden Reaktionen ver- 
laufen sehr langsam im Vergleich zu der schnellen Oxydation von 
Hypoxanthin zu Harnsiure. 

In chemisch reinen Lisungen werden Xanthin und Hypo- 
xanthin auf diese Weise regelmaBig zu 100°/, des theoretischen 
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Wertes ermittelt. Auch in Salzlésungen, in denen Gewebeschnitte 
suspendiert sind, und interferierende Substanzen fehlen oder nur 
in beschranktem MaBe vorkommen, kann die von Krebs und 
Orstrém angegebene Methode ohne weiteres gebraucht werden. 

In anderen Fallen dagegen, in denen interferierende Sub- 
stanzen stéren, z. B. in Hydrolysaten von Geweben, miBte man 
versuchen, die Purine zu fallen und auf diese Weise reine Lésungen 
zu erhalten. 

Bei der Beurteilung der unten anzuftihrenden Versuche miissen 
folgende zwei Gesichtspunkte beriicksichtigt werden. 

Erstens ist die Methode nach Krebs und Orstr6m die ein- 
zige, mit der man einigermaBen exakt derart kleine Mengen von 
Oxypurinen wie die, um die es sich hier handelt, messen kann. 
Zum Versuch wurden 0,1—0,2g Eier im allgemeinen mit einem 
Gehalt von 45—907 Oxypurin genommen. Diese Werte liegen 
etwas unter der von Orstrém und Krebs angegebenen unteren 
Grenze (0,1 mg). Die Manometerausschlage sind nicht ganz exakt 
in diesem Gebiet, dagegen legen die Harnsiurebestimmungen 
im optimalen Gebiet. 

Da es aber unsicher war, ob sich spater Gelegenheit zum 
Arbeiten mit Seeigeleiern bieten wiirde, so habe ich dennoch diese 
Methode verwandt, um tiber die Oxypurine im Seeigelei vor und 
nach der Befruchtung Auskunft zu bekommen. oe 

Zweitens traten bei den zu beschreibenden Versuchen, in 
denen mit hydrolysierten Eiern gearbeitet wurde, Stérungen be- 
sonders durch die Oxydation von Adenin und durch die Guanase- 
tatigkeit auf. Sie waren jedoch von geringerer Bedeutung. Es 
sollte untersucht werden, ob bei der Befruchtung Oxypurine ge- 
bildet werden. Zu diesem Zwecke wurde die Menge der Oxypurine 
immer in demselben Material in unbefr. und befr. Eiern verglichen 
und der Unterschied beobachtet. Die methodischen Fehler und die 
interferierenden Substanzen sind in diesem Falle vollkommen gleich 
vor und nach der Befruchtung. Die Hydrolyse der Oxypurin- 
verbindungen ist auch vollstandig, sowohl was die unbefr. wie 
die 10 Minuten befr. anbelangt. 

Wenn zwischen den gefundenen Werten Unterschiede be- 
stehen, so miissen sie von Reaktionen herriihren, die bei der Ent- 
wicklungserregung vor sich gehen. 

Die Darstellung des Enzymes und die Messung der Sauerstoff- 
aufnahme in Gegenwart von Xanthinoxydase wurden nach den 
Vorschriften von Krebs und Orstrém ausgefiihrt. Die Enzym- 
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mengen wurden jedoch groé8er gewahlt — 60mg Enzym zu jedem 
Ansatz — da in Roscoff aus technischen Griinden die Temperatur 
des Wasserbades auf nur 20° (statt wie gewdhnlich 40°) gehalten 
werden mufte. Bei dieser Temperatur hat auch Ball (1939) ge- 
arbeitet. Die Aktivitét des Enzymes bei dieser Temperatur ist 
groB genug. Wahrend 70 Minuten wurden von 60 mg Enzym bei 
Zusatz von Hypoxanthin 54cmm O, aufgenommen. Zugesetzte 
bekannte Mengen Hypoxanthin wurden bei dieser Temperatur, 
wenn Taubenleberextrakt zugesetzt war, quantitativ wieder ge- 
funden. Ohne Taubenleberextrakt werden die Werte 10—20°/, 
zu hoch. 

Aus nicht hydrolysierten Trichloressigséureextrakten der Hier 
wurde zugesetztes Hypoxanthin quantitativ wiedergefunden. In 
einem Falle wurde z. B. eme Menge Hypoxanthin zugesetzt, die 
emer Sauerstoffaufnahme von 43,5 cmm entsprach: Bei der Oxy- 
dation mit Xanthinoxydase in neutralisiertem Trichloressigsaure- 
extrakt nach Bericksichtigung der entsprechenden Korrekturen 
wurden 44cmm gefunden (101°/,). 

In den hydrolysierten Extrakten und Suspensionen finden sich 
Stoffe, die auf die Aktivitét des Enzyms hemmend wirken. Bei 
Zusatz von Hypoxanthin ergeben Ausschlage bis 50 cmm 100°%/,ige 
Werte. GréBere Mengen dagegen ergeben etwas zu _ niedrige 
Resultate. 


Folgender Versuch als Beispiel. Die Angaben in Kubikmillimeter pro 
Ansatz. In den bzgl. Apparaten wurde beschickt: 
3 ccm von den bzgl. Hydrolysaten, 
0,5 cem (75 mg) Xanthinoxydase, 
0,5 ccm Leberextrakt, 
0,3 com KOH .in dem MittgefaB. 





























Unbefr. | Unbefr. Eier Befr. Eier 
Eier + Hypoxanthin ane See F Hypoxanthin 
oe 10,5 ccm Hypo- | ~ i 
0,5 ccm . er 0,5cem |0,5 ccm Hypo- 
HO | ony | H:0 | xanthinlosung 
Ausschlage nach 20,5 53,5 24,7 58 
90 Minuten 19,1 55 24,2 59 
Hypoxanthin 54,3——19,8 - 08,5—24,4 
zuriuckgewonnen = 34,5 (85°/,) = 34,1 (84°/,) 
Anderung durch | 24,4—19,8 - 58,5—54,3 
Befruchtung = 4,6 = 4,2 


Die zugesetzte Hypoxanthinmenge wurde zu 85°/, vor und 84°/, nach 
der Befruchtung aus der hydrolysierten Eiersuspension zuriickgewonnen. Der 
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Unterschied zwischen unbefr. und befr. Eiern anderte sich nicht bei Zusatz 
von Hypoxanthin (4,6 bzw. 4,2 cmm). 

Setzt man kleinere Mengen Hypoxanthin zu, bekommt man 100°/, 
Ausbeute. 





Unbefruchtete Eier 
+ Hypoxanthin 








Unbefruchtete Eier 








~ Versuchsbedingungen i Hypoxanthin entsprechend 
wie oben 19,8 cmm O, 
Kubikmillimeter O, . . 28,5 49,3 


Hypoxanthin wiedergefunden 49,3—28,5= 20,8 (105 °/,) 





Die in den hydrolysierten Suspensionen gefundenen Werte be- 
wegen sich zwischen 10 und 30cmm Sauerstoff, liegen also in 
einem Gebiet, in dem Hypoxanthin quantitativ ermittelt wird. 

Die nicht 100°/,igen Resultate bei Zusatz von gréBeren Mengen 
Hypoxanthin sind so zu erkliren, da8 Hypoxanthin in gréBeren 
Konzentrationen eine Hemmung bewirkt (Booth 1935), die so 
stark werden kann, da8 die Oxydation durch Xanthinoxydase ver- 
hindert wird. (Blauch u.a. 1939b in Versuchen mit der Xanthin- 
oxydase in Rattenblut.) Auch Adenin und andere Purine haben 
einen ahnlich hemmenden Effekt, z. B. 6-Amino-8-hydroxypurin, 
das die Aktivitét der Xanthinoxydase auf ein Drittel herabsetzt 
(Booth 1938a). 

Bei der Hydrolyse der Seeigeleiersuspension bilden sich Sub- 
stanzen (z. B. Adenin), die eine Hemmung bewirken; auch durch 
Extrazusatz von Hypoxanthin wird das ganze Svstem gehemmt, 
so daB die Oxydation nicht bis zu 100°/, geht, obgleich das Enzym 
noch aktiv ist. Booth (1935) gibt auch an, da8 Harnsidure, die 
sich bei der Oxydation der Oxypurine bildet, die Xanthinoxydase 
bei der anaeroben Methylenblaureduktion hemmt und auch aerob 
eine leichte Hemmung bewirken kann. Ks ist méglich, daB alle 
diese Hemmungen im Hydrolysat zusammenwirken und dadurch 
die Aktivitét des Enzymes vermindern. 

Nur ein Teil der Gesamtpurine im Hydrolysat ist als Oxypurin 
aufgefunden worden. Hin anderer Teil besteht aus abgespaltenen 
Aminopurinen der Nucleotide und Nucleoproteine, die unter den 
Versuchsbedingungen langsam weiteroxydiert werden. Es ist aber 
leicht, diese langsame Oxydation von der schnellen Oxydation der 
Oxypurine zu trennen. Folgendes Beispiel zur Erlauterung. 


Die Zahlen bedeuten Sauerstoffverbrauch in Kubikmillimeter in den 
betreffenden Zeitintervallen. 
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Jeder Apparat wurde folgenderweise beschickt. 
3 ccm Extrakt (2 ccm Suspension), 0,5 ccm Xanthinoxydase (50 mg), 














0,5 ccm Taubenleberextrakt, 0,3 com KOH. 

Zeit nach Kippen 10 Minuten nach 
des Enzyms Unbefr. Hydrolysat Befr. Hydrolysat 

0— 30 Min. 16,2 19,0 

30— 60 ,, 2,6 2,9 

60— 90 , 1,7 2,9 

90—120 ,, 1,7 2,4 

120—300 __,, 6,6 7,1 

oder pro 30 Min. ) 1,2 








Der Berechnung des Unterschieds zwischen unbefr. und befr. 
Hiern ist der Zeitpunkt zugrunde gelegt worden, bei dem diese 
schnelle Oxydation aufgehért hat, in diesem Falle nach 80 Minuten. 
Bei Harnsdurebestimmungen wurde der Versuch nach einer Ab- 
lesung nach diesem Punkt abgebrochen und fixiert. Es hangt von 
der Aktivitét des Enzymes ab, wann dieser Punkt erreicht wird, 
im allgemeinen 30—60 Minuten nach dem Einkippen des Enzymes. 


3. Die Bestimmung der Harnsaure 

Die Bestimmung der Harnséure wurde nach der Methode von 
Kern und Stransky (1937) in der von Krebs und Orstrém 
(1939) angegebenen Weise ausgefiihrt. Interferierende Substanzen 
kommen vor (z. B. Glutathion im Blut nach Blauch (1939b). 
Sie miissen aber in einer viel héheren Konzentration vorhanden 
sein als die Harnséure, um eine stérende Blaufarbung zu geben. 
Diese Methode ist fiir Blut ausgearbeitet. Die durch Xanthin- 
oxydase gebildete Harnsiure wurde so verdiinnt, daB sie etwa 
dieselbe Konzentration wie im Blut hatte. Hierbei diente die 
Sauerstoffaufnahme mit Xanthinoxydase als ein Indicator fur die 
Konzentration der Harnsiaure. 

Der EinfluB der im Seeigelei vorhandenen interferierenden Sub- 
stanzen wurde dadurch eliminiert, daB stets auch die Eigen- 
reduktion in einer Probe gemessen wurde, die nicht mit Xanthin- 
oxydase behandelt war. Mit diesem Wert wurde immer korrigiert. 
Die in der Tabelle angegebene Harnsiurebildung bezeichnet also 
nur die unter dem Einflu8 von Xanthinoxydase gebildete Harnsaure. 

Diese Harnsiurebestimmungen geben uns die Gewifheit, daB 
es sich hier wirklich um Oxypurine handelt. Die manometrischen 
Messungen sind aber ebenfalls notwendig, denn sie geben an, wann 
die schnelle Oxydation der Oxypurine beendet und wie gro8 deren 
ungefahre Konzentration ist. 
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i Zur besseren Tiastration sei folgender Versuch ausfihrlich mit- 
geterlt. | 


Te Q com Suspension unbefr. baw. befr. Bier (10 Minuten nach der Be- 
feechtung) wurden mit 2 com 30° ,iver Trichloressigsiure fixiert und die unbefr. 
Pier sodann mit der cleichen Menge Sperma versetzt. Die Eier wurden dann mit 
Nand verrichen. Von der homogen zermahlenen Suspension wurden je 19 ccm ge- 
nommen und mit 4.hcom konzentrierter Salzsiure wiihrend 2!/, Stunden auf dem 
Sandhad unter Rackfles hrdrolvsiert. Sodann wird mit 60°/, KOH zu etwa 
De 74 nentralisiert mnd mit 2 com Phosphatpuffer (m = 1) pg 7,4 gepuffert. 

Die heiden hvdrobrsierten Suspensionen wurden nach Neutralisierung 
unc Pufferunc ant 8] com anfgefillt und sodann filtriert. Von der klaren, 
aber <ehwach gelhen Lasang werden 3 ccm (1,84 ccm fixierter Suspension 
entsnrechend) entnommen und mit 60 mg Xanthinoxydase unter Zusatz 
von Leherextrait oxvdiert. Nach 135 Minuten ist die Oxydation zu 
Ende. indem die Geschwindickeit auf Null gesunken ist. Der Inhalt 
eme: yeden Anparates wird sodann quantitativ in einen 50 ccm-MeB- 
kolben iiberfiihrt und mach den Vorschriften von Krebs und Orstrém 
aemrotemisiert und filtriert. 10 ccm des wasserklaren farblosen Filtrates 
—éccem 2 izes Natriumcarbonat — 0,4 ccm Folinreagens werden gegen 
emc Harmsiurestandardiisung colorimetriert, die im allgemeinen in 200 ccm 
erwe 1 /2+-LiCG. 1] mg Harnsiure enthielt. Meistens wurden 0,5 ccm dieses 
Standards verwandt. Diese entsprachen 0,0275 mg oder 7,3 ccm Harnsaure. 
in Gen Standarden wurde mitunter eine Fallung beobachtet, die aber nie in 
@e: Exxtrakten auftrat. Bei den unten angefiihrten Angaben ist der Wert 
eer Kontrol mr Leberextrakt und Xanthinoxydase abgezogen. Die Eigen- 
atmune Ges Extraktes kann vernachlassigt werden, dagegen nicht die Eigen- 
farpung mr Foimreagens. 


Dic Sauerstotiaufnahme und Harnsaurebildung von hydrolysierten 
Extraktven von befruchteten und unbefr. Seeigeleiern in 
Apwesenheit von Xanthinoxydase 


























| Sauerstof- Harnsaure 
aufnaibme —— me 
vermuittels Vor der Behandlung Nach d. Behandlung 
| Nanthunoxvdase [mit Xanthinoxydase mit Xanthinoxydase 
{$ —________— i— —| 
= 10 Min. j ,- 10 Min. | 10 Mi 
. 1 Wi In. | m. 
| Unbvetr. befr. q 
| Unb ory Unhbefr befr. | Unbefr a 
GelunuGeuer Wert | | 
- | 11,0 15.) | 4.55%) 6.25%) | 158 21,5 
Ali OULIL 
kayeonreduktion | | ' . 
io Mikromo! | - | 
. —_ | 63% 5) | 4,28 5,85 
pro } com Kier | 
Zunahme durch | - | 
11 G4 
beirucuvuny 1M | +1,57 








*, Dic Kageoctarbung des Kxtraktee gegen Folinreagens (Spuren von 
Katussuce’) schwenktie und wigte keine regelmibige Zunahme bei Befr. 
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4. Die Veranderung des Gehaltes an Oxypurinverbindungen bei der 
Entwicklungserregung und ihre Bedeutung fiir die Stoffwechsel- 
veranderungen 


In der untenstehenden Tabelle sind simtliche Versuche zu- 
sammengestellt, die mit der Methode, nachdem sie ausprobiert war, 
ausgefiihrt wurden. 

Tabelle 8 


Veranderungen des Oxypuringehaltes bei der Entwicklungs- 
erregung des Seeigeleies 



































Vy Sauerstoffaufnahme Harnsaurebildung 
ers- 
Nr. Unbefr. ’ se Verainderung| Unbefr. — Veranderung 
1 4,02 4,30 + 0,28 4,77 5,14 + 0,50 
4,17 5,80 + 1,63 4,17 5,85 + 1,47 
2 105 | 2,82 + 1,78 4,32 5,07 + 0,75 
2,82 | 3,34 + 0,52 4,58 6,27 + 1,69 
3 1,05 3,81 + 2,76 5,46 6,20 + 0,74 
1,78 4,17 + 2,39 5,32 6,30 + 0,98 
4 4,95 5,67 + 0,72 7,60 9,70 + 2,10 
5 10,35 12,90 + 2,55 14,62 15,95 + 1,33 
6 4,24 3,96 — 0,28 6,22 4,°5 — 1,27 
7 0,54 2,68 + 2,14 — _ ion 
1,26 2,95 + 1,69 
8 5,70 8,05 + 2,35 _ _ a 
5,70 8,30 + 2,60 | | 
9 0 0,26 + 0,26 one _— ai 
0,26 1,02 + 0,76 | | 
1,28 3,06 + 1,74 | | 
10 6,24 9,05 + 2,81 ae a _ 
| 7,06 9,40 + 2,34 rive 
Mittel- 3,46 | 5,08 (+ 1,62+0,23/634+1,1) 7,26 (+ 0,92+0,31 
wert: -+ 0,61 t = 6,97 t = 2,97 
| p<0,01 | p=0,02 

















Aus der Tab. 8 ist ersichtlich, daB die Sauerstoffaufnahme in 
Gegenwart von Xanthinoxydase um 1,62-0,23 Mikromol pro Ku- 
bikzentimeter 10 Minuten nach der Befruchtung zugenommen hat. 
Die dabei entstandene Harnsiuremenge ist bei den befr. Eiern 
groBer als bei den unbefr. ? 

Diese beiden Tatsachen beweisen die Zunahme der Oxypurine 
bei der Entwicklungserregung. 


— 


5* 
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Zur besseren Illustration sei folgender Versuch ausfihrlich mit- 
geteilt. 


Je 20 ccm Suspension unbefr. bzw. befr. Eier (10 Minuten nach der Be- 
fruchtung) wurden mit 2 ccm 30°/,iger Trichloressigsaure fixiert und die unbefr. 
Eier sodann mit der gleichen Menge Sperma versetzt. Die Eier wurden dann mit 
Sand zerrieben. Von der homogen zermahlenen Suspension wurden je 19ccm ge- 
nommen und mit 4,5 ccm konzentrierter Salzsiure wihrend 21/, Stunden auf dem 
Sandbad unter RiickfluB hydrolysiert. Sodann wird mit 60°/, KOH zu etwa 
pu 7,4 neutralisiert und mit 2 ccm Phosphatpuffer (m = 1) px 7,4 gepuffert. 

Die beiden hydrolysierten Suspensionen wurden nach Neutralisierung 
und Pufferung uuf 31 ccm aufgefiillt und sodann filtriert. Von der klaren, 
aber schwach gelben Lésung werden 3 ccm (1,84 ccm fixierter Suspension 
entsprechend) entnommen und mit 60 mg Xanthinoxydase unter Zusatz 
von Leberextrakt oxydiert. Nach 135 Minuten ist die Oxydation zu 
Ende, indem die Geschwindigkeit auf Null gesunken ist. Der Inhalt 
eines jeden Apparates wird sodann quantitativ in einen 50 ccm-Meb- 
kolben iiberfihrt und nach den Vorschriften von Krebs und Orstrém 
deproteinisiert und filtriert. 10 ccm des wasserklaren farblosen Filtrates 
+4ccm 20°/,iges Natriumcarbonat + 0,4 ccm Folinreagens werden gegen 
eine Harnsaurestandardlésung colorimetriert, die im allgemeinen in 200 ccm 
etwa n/200-LiCO, 11 mg Harnsaure enthielt. Meistens wurden 0,5 ccm dieses 
Standards verwandt. Diese entsprachen 0,0275 mg oder 7,3 cem Harnsaure. 
In den Standarden wurde mitunter eine Fallung beobachtet, die aber nie in 
den Extrakten auftrat. Bei den unten angefiihrten Angaben ist der Wert 
der Kontrolle mit Leberextrakt und Xanthinoxydase abgezogen. Die Eigen- 
atmung des Extraktes kann vernachlassigt werden, dagegen nicht die Eigen- 
farbung mit Folinreagens. 


Die Sauerstoffaufnahme und Harnsaurebildung von hydrolysierten 
Extrakten von befruchteten und unbefr. Seeigeleiern in 
Anwesenheit von Xanthinoxydase 








Sauerstoff- Harnsaure 
aufnahme 
vermittels Vor der Behandlung! Nach d. Behandlung 
Xanthinoxydase |mit Xanthinoxydase|mit Xanthinoxydase 








Unbefr. 10 Min. Unbefr. 10 Min. Unbefr. 10 Min. 



































befr. befr. befr. 
— 11,0 15,1 | 4,55*) | 6,25*) | 15,8 21,5 
Eiponrodvk tion : us | 152 
- + 41% 5,80 | 4,28 | 5,85 
“wae +1,68 | +1,57 





*) Die Eigenfirbung des Extraktes gegen Folinreagens (Spuren von 
Harnsaure?) schwankte und zeigte keine regelmaBige Zunahme bei Befr. 








~ a gy 








= ee 
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4. Die Veraénderung des Gehaltes an Oxypurinverbindungen bei der 
Entwicklungserregung und ihre Bedeutung fiir die Stoffwechsel- 
verainderungen 


In der untenstehenden Tabelle sind saimtliche Versuche zu- 
sammengestellt, die mit der Methode, nachdem sie ausprobiert war, 
ausgefiihrt wurden. 

Tabelle 8 


Veranderungen des Oxypuringehaltes bei der Entwicklungs- 
erregung des Seeigeleies 





























Vv Sauerstoffaufnahme Harnsaurebildung 
ers- 
Nr. Unbefr. ; ae Verainderung| Unbefr. 5 Verinderung 
1 4,02 4,30 + 0,28 4,77 5,14 + 0,50 
4,17 5,80 + 1,63 4,17 5,85 + 1,47 
2 105 | 2,82 + 1,78 4,32 5,07 + 0,75 
2,82 3,34 - 0,52 4,58 6,27 + 1,69 
3 1,05 3,81 +. 2,76 5,46 6,20 + 0,74 
1,78 4,17 + 2,39 5,32 6,30 + 0,98 
4 4,95 | 5,67 + 0,72 7,60 9,70 + 2,10 
5 10,35 | 12,90 + 2,55 14,62 15,95 + 1,33 
6 4,24 3,96 — 0,28 6,22 4,05 — 197 
7 0,54 2,68 + 2,14 a a a 
1,26 2,95 + 1,69 
8 5,70 8,05 + 2,35 a ae i 
5,70 8,30 + 2,60 | 
9 0 0,26 + 0,26 a an 
0,26 1,02 + 0,76 | | 
1,28 3,06 + 1,74 | | 
10 6,24 9,05 + 2,81 ar ee ies 
. 7,06 | 9,40 + 2,34 
Mittel- 3,46 5,08 (+ 1,62-40,23/6,34-+1,1) 7,26 |+0,92+0,31 
wert: + 0,61 | t= 6,97 t = 2,97 
| p<0,01 p = 0,02 














Aus der Tab. 8 ist ersichtlich, daB die Sauerstoffaufnahme in 
Gegenwart von Xanthinoxydase um 1,62-+0,23 Mikromol pro Ku- 
bikzentimeter 10 Minuten nach der Befruchtung zugenommen hat. 
Die dabei entstandene Harnsiuremenge ist bei den befr. Hiern 
groBer als bei den unbefr. - 

Diese beiden Tatsachen beweisen die Zunahme der Oxypurine 
bei der Entwicklungserregung. 


5* 
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Harnsdurebestimmungen wurden in 9 Versuchen ausgefihrt, 
von denen 8 eine Zunahme bei der Entwicklungserregung zeigen. 
Der mittlere Wert ist 0,92-+-0,81. Der einzige negative Versuch 
ist hierin enthalten. Wird dieser Versuch vernachlassigt, bilden 
die Harnsaurebestimmungen eine gut iibereinstimmende Serie mit 
einem Mittelwert von: 1,20 -+0,20. 

Nach der Formel von Krebs und Orstrém 1aB8t sich die Ver- 
teilung von Xanthin und Hypoxanthin im Seeigelei ausrechnen. 
Diese sind die einzigen in biologischem Material im allgemeinen 
vorkommender Oxypurine. 

Die Sauerstoffwerte in der oben angefihrten Tabelle 8 sind 
klein und unsicher. Sie liegen zwischen 10 und 80 cmm unter den 
Versuchsbedingungen. Man kann sie deswegen nicht in den Hinzel- 
versuchen mit den Harnsdurewerten vergleichen, da diese ihrer- 
seits im optimalen Gebiet liegen. Man vergleicht vielmehr am 
besten die Mittelwerte der Harnséure- und Sauerstoffbestimmungen. 
Diese Mittelwerte sind fiir die ersten 6 Versuche in der Tabelle 
(9 Bestimmungen), bei denen Sauerstoffaufnahme und Harnsaure- 
bildung im gleichen Material gemessen wurde, die folgenden: 








: : Veranderung 
Unbefr. Eier| Befr. Eier bei der Befruchtung 








Sauerstoffaufnahme durch 











Xanthinoxydase ... 3,85 5,15 + 1,30 + 0,37 p=0,01 
Harnséurebildung durch 

Xanthinoxydase ... 6,31 7,23 + 0,92 + 0,31 p= 0,02 
we ss s&s ee % ss 4,92 4,16 — 0,76 
Hypoxanthin. ..... 1,39 3,07 + 1,68 


Die Xanthinmenge ist sowohl in unbefr. wie in den befr. Eiern 
gréBer als die des Hypoxanthins. Die letztere nimmt bei der Ent- 
wicklungserregung zu. 

Diese Ausrechnung ist unter Vorbehalt mitgeteilt, denn die 
Methode gestattet keine solche genauen Berechnungen, bevor sie den 
Verhaltnissen im Hydrolysat von Seeigeleiern besser angepaBt ist. 

Der totale Puringehalt des Seeigeleies ist von Masing (1910), 
mit neueren Methoden von Brachet (1987) (Arbacia und Paracentro- 
tus) und von Schmidt (1934) (Arbacia) bestimmt worden. Schmidt 
fand in Arbacia 8,5°/, des Gesamtstickstoffes (26mg pro Kubik- 
zentimeter Hier, Ballantine 1940a) in Form von Purinen. 
Brachet driickt seine Werte in Millegramm pro Gramm Trocken- 
gewicht aus, ohne anzugeben, ob es sich um Purin-N oder Purine 
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handelt. Im folgenden wird von der Annahme ausgegangen, daB 
Brachets Werte den Purin-N bezeichnen. Er erhalt fir Arbacia 
den Wert 3,6 mg und fiir Paracentrotus lividus 2,91 mg pro Gramm 
Trockengewicht. 


Nach den Angaben von Ballantine und Orstrém und Lind- 
berg (1940) kann man diese Zahlen im Verhaltnis zu dem Volumen 
der Eier ausdriicken und bekommt dann: 


Fir Arbacia nach Schmidt: 

65 Mikromol Purinstickstoff pro Kubikzentimeter Eier, unbefr. 
Fiir Arbacia nach Brachet: 

69 Mikromol Purinstickstoff pro Kubikzentimeter Eier, unbefr. 
Fiir Paracentrotus nach Brachet: 

51 Mikromol Purinstickstoff pro Kubikzentimeter Eier, unbefr. 


Die in den vorliegenden Versuchen gefundene Menge der Oxy- 
purine ist, auf Grund der Harnséurebildung nach vorhergegangener 
Behandlung mit Xanthinoxydase zu urteilen, 6,31 Mikromol mit einem 
Gesamt-N-Gehalt von 25,2 Mikromol. Man kénnte also die Purin- 
fraktionen im Paracentrotus-Ei vor der Befruchtung folgender- 
maBen einteilen: 


Gesamtpurinstickstoff. . . 51 Mikromol pro ccm Eier 
Purinstickstoff von Adeno- 
sintriphosphorséure. . . 27 - 2» 99 99  (53°/5 von tot. Purin-N) 
Oxypurine........ 25 ne ~~ »« wo he ae ) 
Aminopurine (durch Sub- ) 
traktion erhalten) . . . 26 wo os - ) 


Der hohe Wert von ATP, nach Zielinski errechnet (1939) 
und von Lindberg (unpublizierte Versuche) bestatigt, im Ver- 
haltnis zu den Aminopurinen, deutet darauf hin, da8 entweder 
die Bestimmung des Gesamtpurinstickstoffes zu niedrige Werte 
ergibt, oder da8 die Oxypurinmenge zu gro8 ausgefallen ist. Nach 
den Kurven zu urteilen, diirfte-die Menge der Oxypurine 10—20°/, 
zu hoch sein, infolge der interferierenden Substanzen. 

Eine systematische Fraktionierung der verschiedenen Purin- 
fraktionen war infolge der Kiirze der Zeit nicht méglich. 

4 Versuchsserien haben eine Abnahme der in Trichloressig- 
siure léslichen Oxypurine bei der Entwicklungserregung gezeigt, 
und zwar sowohl vor wie nach der Hydrolyse des Extraktes. 
Dieses deutet auf starke Veranderungen der Purine in diesem 
Stadium und zeigt auch, da8 solche Oxypurine, die bei der Ent- 
wicklungserregung entstehen, in Trichloressigséure unléslich sind 
und demzufolge zu der Polynucleotidfraktion gehéren. 
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Freie und Gesamtoxypurine vor und 10 Minuten nach 


der Befruchtung 























Freie Oxypurine im Tri-] Gesamtoxypurine nach 

chloressigsaureextrakt Hydrolyse } 
10 Min. 10 Min. 

Unbefr. | nach Befr. Unbefr. nach Befr. 
Sumenieniabes. ...) 280 1,34 10,35 12,90 
Veranderung durch Befr.. . —1,55 + 2,55 











Oxypurine kénnten bei der Entwicklungserregung des Lies 
auf zweierlei Weise neugebildet werden. Erstens konnte Ammoniak 
aus den entsprechenden Aminopurinen abgespalten werden, wobei 
Ammoniak und Oxypurine in aquivalenten Mengen entstiénden. 
Es wurde durch enzymatische Desaminierungsversuche nach- 
gewiesen, daB die fiir diese Reaktion notwendigen Enzyme im 
Seeigelei vorhanden sind und daf sie durch Spermazusatz regel- 
maBig aktiviert werden. Die Geschwindigkeit dieser Reaktion im 
Brei mit Adenosin als Substrat betrigt 12,81 und die Aktivierung 
durch Sperma beschleunigt diese Reaktion um zusatzlich 1,30 Mikro- 
mol pro Stunde und Kubikzentimeter Hier. 


Zweitens kénnten die Oxypurine durch eine Synthese gebildet 
werden, welche sowohl vor wie nach der Befruchtung eintreten 
kann (vgl. Kapitel 5). Bei dieser Reaktion tritt kein freies Am- 
moniak auf. Diese Reaktion tritt nicht regelmaBig im Seeigelei 
auf. Die Geschwindigkeit betrigt im besten Falle 1,50 Mikromol 
pro Kubikzentimeter Eier und Stunde. Sie dirfte in dem hier 
vorliegenden Zusammenhang ohne Bedeutung sein. Analysen der 
Aminopurine werden diese Fragen definitiv entscheiden kénnen. 


Es wird also im folgenden angenommen, da8 Oxypurine und 
Ammoniak in Zusammenhang miteinander bei der Entwicklungs- 
erregung stehen. 

Vergleicht man die Aktivierung der Ammoniakbildung und 
Oxypurinbildung im Brei nach Spermazusatz in Gegenwart von 
Adenosin oder Adenylsaure als Substrat mit denselben Reaktionen 
bei der Entwicklungserregung des Hies, so findet man folgendes: 

Beide Fille stimmen darin tiberein, da8 Ammoniak und Oxy- 
purine gebildet werden. Bei den Versuchen mit Brei sind die Oxy- 
purine zwar nicht direkt nachgewiesen worden, aber nach dem in 
Kapitel 3 tiber die enzymatische Desaminierung Gesagten geht ihre 
Bildung hervor. Bei der Spaltung von Adenylsiure im Brei ent- 
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stehen Ammoniak, Inosin und Phosphat in aquivalenten Mengen, 
bei der Spaltung von Adenosin im Brei Ammoniak und Inosin 
ebenfalls in aquivalenten Mengen. 


In Hiern scheint diese Aquivalenz bei den Veriinderungen bei 
der Entwicklungserregung nicht vorzukommen. Die Ammoniak- 
bildung bei der Entwicklungserregung betragt 0,54-+0,13 Mikro- 
mol Ammoniak pro Kubikzentimeter Eier, die Oxypurinbildung 
bei der Entwicklungserregung 1,62-+0,23 (Sauerstoffaufnahme 


durch Xanthinoxydase) oder 0,92-+0,31 (Harnstoffbildung durch 
Xanthinoxydase). 


Im Kapitel 5 wird gezeigt, daB Ammoniak in biologischem 
Gleichgewicht mit der Synthese von Glutamin steht. Diese 
Reaktion verlangt die Anwesenheit von Sauerstoff und wird im 
Brei nicht gefunden. So ist. es zu erkliren, daB gebildetes Am- 
moniak in den Hiern, aber nicht im Brei verschwindet. Auf Grund 


dieser Auffassung geben also die Oxypurine die Totalmenge des 
gebildeten Ammoniaks an. 


Kine andere Moglichkeit liegt darin, daB die Bestimmungen 


der Oxypurine unter den hier gegebenen Versuchsbedingungen zu 
hohe Werte geben. Dies ist oben besprochen. 


Ein groBer Unterschied besteht darin, daB im Brei bei Sperma- 
zusatz der groéBte Teil der Ammoniakbildung erst nach Zusatz 
von Adenosin und Adenylsaure auftritt, waihrend bei der Entwick- 
lungserregung die Polynucleotide verandert werden. 


Es gibt in einigen Versuchen Andeutungen dariiber, daB 
Adenylséure, Adenosin und ATP in Zusammenhang mit den 
Polynucleotiden stehen. 


Parnas (1929) findet bei der Analyse der verschiedenen 
Purinfraktionen nach Ammoniakbildung im Muskel eine starke 
Abnahme der Aminopurine in der Nucleotidfraktion und eine Zu- 
nahme der Oxypurine. In der Proteinfraktion (Polynucleotide) 
findet er ebenfalls eine Abnahme der Aminopurine, aber keine 
Zunahme der Oxypurine. Er vermutet, da8 auBer Adenylsidure 
méglicherweise auch die Kernsubstanzen bei der Ammoniakbildung 
im Muskel eine Rolle spielen. Ostern (1934) hebt das verschieden- 
artige Verhalten zwischen gewebseigenen und zugesetzten Mengen 
von Adenylsaure hervor und vermutet, daB die erstere an die 
Polynucleotidfraktion gebunden sein kénnte. Diese Tatsachen 
deuten auf einen méglichen Zusammenhang mit den Protein- 
fraktionen bei der Ammoniakbildung der Muskelkontraktion hin. 
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Auf Grund der vorliegenden Tatsachen kann man folgende 
Reaktion als Ursache fir die Ammoniakbildung bei der Ent- 
wicklungserregung des Seeigeleies betrachten: 


Aminopurinverbindungen -> Ammoniak + Oxypurinverbindungen. 
Die Purinverbindungen, um die es sich hier handelt, sind 


wahrscheinlich Polynucleotide mit Adenin bzw. Hypoxanthin als 
Purink6rper. 

Bei der Entwicklungserregung gebildetes Ammoniak ver- 
schwindet wihrend der weiteren Entwicklung wieder. Dasselbe 
Verhalten gilt méglicherweise auch fir die Oxypurine. 


Die gesamten Oxypurine 10 und 180 Minuten nach der 
Befruchtung 


In einem einmaligen Versuch ist die Menge der Oxypurine 
10 und 180 Minuten nach der Befruchtung nach Hydrolyse, durch 
Oxydation mit Xanthinoxydase, wie oben beschrieben, gemessen. 
Jeder Apparat wurde folgenderweise beschickt: 


3 ccm Extrakt (1,94ccm Suspension), 0,5 ccm Taubenleberextrakt, 
0,5 ccm Xanthinoxydase (50 mg), 0,3 com KOH 








10 Min. befr. | 180 Min. befr. | VeT@nderung 

















10—180 Min. 
Gefundener Wert in Kubik- 18 8,5 
millimeter O, 13,5 7 
Auf 1 ccm Eier in Mikromol 5,68 . 2,78 — 2,90 


Man kénnte in diesem Falle wahrend der weiteren Entwicklung 
die umgekehrte Reaktion annehmen: 


Oxypurinverbindungen + Ammoniak -> Aminopurinverbindungen. 


Welche Bedeutung die oben beschriebene ammoniakbildende 
Reaktion fiir den Stoffwechsel der Zelle hat, kann man auf Grund 
unserer bisherigen Kenntnisse nur vermuten. 

Moglicherweise haben die Oxypurine und Ammoniak andere 
Wirkungen im Stoffwechsel des Seeigeleies, als die Aminopurin- 
verbindungen. Die Ammoniakbildung geht im Muskel und See- 
igelei dem Glykogenabbau parallel. Ammoniak oder andere durch 
die Spaltung entstandene Reaktionsprodukte kénnten dann die 
Glykogenolyse beschleunigen. Nach den Angaben von Cori, 
Colawick und Cori (1938) ist eme Aktivierung der Glykogenolyse 
durch Inosinséure in Muskelextrakten nachweisbar. Diese Akti- 
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vierung betrifft die Anfangsstadien des Glykogenabbaues und wird 
in noch stérkerem Ma8e von Adenylsdure ausgetibt. Versuche von 
Orstrém und Lindberg (1940), die Glykogenolyse im Brei durch 
Inosinséure und Adenylsdure zu beschleunigen, sind ganzlich miB- 
lungen. Hs ist aber nicht ausgeschlossen, da8 andere ahnliche Ver- 
bindungen wirksamer sind. 

Durch die Bildung von Ammoniak kénnten viele Reaktionen 
beschleunigt werden. Unten wird gezeigt, daB geringe Konzentra- 
tionen von Ammoniumsalzen die Atmung der unbefr. Hier er- 
hdhen, wobei der respiratorische Quotient etwa bei 1 liegt. Dies. 
deutet auf eine Verbrennung von Kohlenhydraten, die also durch 
Ammoniak beschleunigt werden kénnte. 

Parnas (1937) vermutet, da8 die Ammoniakbildung im 
Muskel die Funktion hat, entweder Gewebselemente zeitweise aus- 
zuschalten, und zwar zur oxydativen Erholung oder auch die 
gefaBwirksame Adenylséure zu inaktivieren. Im Muskel hat die 
Desaminierung der Adenylsaéure eine Ausschaltung der ATP zur 
Folge, diese greift infolgedessen in die Bilanz der Glykogenolyse ein. 

Auch durch Desaminierung von Substanzen von Co-Enzym- 
natur kénnen aktive Gruppen verdndert und dadurch Stoffwechsel- 
veranderungen bewirkt werden. Es ist bekannt, daB die Oxy- 
verbindungen von Purinderivaten als Co-Enzym unwirksam oder 
viel weniger wirksam sind als die entsprechenden Aminoderivate. 
Dieses gilt z. B. beziiglich Adenylsiure (Lohman und Meyerhof 
1934), Cozymase (Schlenk u. a. 1938). 

Ostern, Baranowski und Terszakoweec (1988) zeigen, 
da8 in Hefe Adenosin zu Adenosindi- und tri-phosphorsaure synthe- 
tisiert werden kann. Die Rolle des Systems Adenosin/Adenosin- 
triphosphorsaure liegt darin, daB in der Hefe Adenosin zu einem 
phosphatiibertragenden Co-Enzymsystem gehdort. 

Ostern; Terszakowee und St. Hub! (1938) vermuten, daB 
eine der Funktionen der Hefenucleinsiure in der Lieferung von 
Garungsenzymen beruht. Sie stellen fiir die Hefezelle folgende 
Reaktionskette auf, in der Adenosin eine zentrale Rolle spielt.. 

Nucleinsiure -- Adenosin-3-phosphorséure -- Adenosin 
-> Adenosin-5-phosphorsiure -> Adenosin-5-polyphosphorsauren. 

Im Seeigelei liegen die Verhaltnisse anders als in der Hefezelle, 
da die 3-Phosphorsiuren nicht dephosphoryliert werden. Adenosin 
wird nicht angehiauft wie in der Hefezelle, sondern desaminiert. 

Kin ahnlicher Zusammenhang zwischen Nucleinséuren und 
phosphorylierenden Co-Enzymen kénnte aber auch im Seeigelei vor- 
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kommen, obgleich die Intermediirstadien verschieden sind. Durch 
die Desaminierung an einer Stelle in einer solchen Kette kénnte 
die Reaktion dann voriibergehend blockiert werden und so z. B. 
dazu beitragen, den Stoffwechsel des unbefr. Eies zu blockieren 
und so die Aktivierung zu erleichtern. 

Da Ammoniumsalze auf die Kerne und Chromosomen der 
unbefr. Hier eine groBe Wirkung haben, liegt eine Deutungsméglich- 
keit darin, da8 die in der Polynucleotidfraktion auftretende Ver- 
inderung mit der Chromosomenbildung in Zusammenhang steht, 
die bei der Entwicklungserregung einsetzen muB8. 


Die Oxypurine des Spermas 


0,5 ccm trocknes Sperma wird mit 3 ccm Seewasser verdiinnt 
und mit 0,75 cem Salzsiure auf dem Sandbad unter RickfluB 
hydrolysiert. Das Hydrolysat wird sodann auf px = 7,4 gebracht 
und mit 2cem Phosphatpuffer (m1) von po =7,4 gepuffert. Das 
Volumen ist nun 7,1 cem. Vom Filtrat werden 3 cem entnommen, 
was 0,21 ccm trocknem Sperma entspricht, in den Warburgapparat 
gebracht und die Sauerstoffaufnahme in Gegenwart von Xanthin- 
oxydase, wie oben beschrieben, gemessen. Die Sauerstoffaufnahme 
betragt 23 cmm bzw. 1,03 Mikromol. In 1 ccm trocknem Sperma 
gibt es folglich 4,9 Mikromol Oxypurine, also etwa gleichviel wie 
bei den Hiern. 

Fur die gewohnliche Befruchtung werden 0,0018 ccm trocknen 
Spermas verwandt mit einem Gehalt an Oxypurinen von 0,0045 
Mikromol. Um manometrisch meSbare Ausschlige zu bekommen, 
mu8 die Spermakonzentration 100mal vergréBert werden. 


Kapitel 5 
Bildung und Umsatz von Glutamin im Seeigelei 


1. Die Bedeutung von Glutamin fiir den intracellularen Stoffwechsel. 
2. Vorkommen von leicht hydrolysierbarem Ammoniak im Seeigelei. 
3. Verinderung des Amidgehaltes im Seeigelei bei der Entwicklungs- 
erregung. 
a) Hydrolysierbarer Amidstickstoff in Eiersuspensionen vor und nach 
der Befruchtung. 
b) Fliichtige Amine in hydrolysierten Eiersuspensionen. 


c) Glutamin in proteinfreien Extrakten vor und nach der Befruchtung 
des Seeigeleies. 


4. Synthese von Glutamin im Seeigelei. 

5. Umsatz von zugesetztem Glutamin in unbefr. und befr. Eiern. 

6. Verkettung von Ammoniak- und Glutaminumsatz im Seeigelei. 

7. Einflu8 von Glutamin auf die Morphologie und die Entwicklung des Eies. 





: 
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1. Die Bedeutung von Glutamin fiir den intracelluliren Stoffwechsel 


In engstem Zusammenhang mit dem Umsatz von freiem 
Ammoniak steht die Bildung und Spaltung von Glutamin. Oben 
ist schon angedeutet worden, da8 Glutamin im Ammoniakstoff- 
wechsel des Seeigeleies eine Rolle spielt. Im folgenden sollen die 
Untersuchungen beschrieben werden, die dieser Auffassung zu- 
grunde liegen. 

Glutamin ist sowohl im Pflanzen- wie im Tierreich auBer- 
ordentlich verbreitet. Es stellt einen Bestandteil der pflanzlichen 
Proteine dar (Damodaran u. a. 1932). Freies Glutamin ist eben- 
falls sehr verbreitet und kann entweder durch Abbau von Proteinen 
oder durch Synthese aus Ammoniak und Kohlenhydratabbau- 
produkten entstehen (Schwab 1935, 1936, Vickery u. a. 1989). 

Im Tierreich ist freies Glutamin im Anschlu8 an Stoffwechsel- 
versuche in der Taubenleber von Orstrém, Krebs u. a. (1939b) 
isoliert worden. 

Krebs (1935) zeigte das allgemeine Vorkommen von Enzymen, 
die Glutamin spalten und synthetisieren kénnen bei vielen Tier- 
gruppen, besonders in der Retina und im Gehirn, aber auch in 
anderen Organen, z. B. in der Leber (Kritzmann 1938) und in 
der Niere. 

Die Geschwindigkeit der Glutaminsynthese ist bedeutend und 
ist nach Krebs (1935) und Orstrém, Krebs u. a. (19389b) in der 
Niere von Meerschweinchen oder Kaninchen sogar gréBer als die 
mittlere Geschwindigkeit der Harnstoffsynthese in der Leber. 


Die Synthese von Glutamin in der Zelle kann nach 2 Reak- 
tionen erfolgen. 


1. Kohlenhydratabbauprodukte + Ammoniak -> Glutamin 
(z. B. Brenztraubensaure). 


Als Zwischenstufe ist Ketoglutarsiure anzunehmen (Orstrém, 
Krebs u. a. 1939b). 


2. Glutaminséure + Ammoniak -> Glutamin + H,0. 


Fir die Synthese von Glutamin ist Sauerstoff oder starke 
Milchsiurebildung notwendig, und demzufolge spielen die energe- 
tischen Kopplungen eine groBe Rolle (Krebs 1935). 

Diese beiden Reaktionen verlaufen in vielen Zellen gleichzeitig, 
jedoch mit verschiedener Geschwindigkeit. So ist im Gehirn (Weil- 
Malherbe 1986) und Niere von Meerschweinchen und Kaninchen 
(Orstrém u. a. 1989b) die Reaktion 2 viel schneller als die 
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Reaktion 1, wahrend z. B. in der Taubenleber die Glutaminsyn- 
these nach 1 schneller als nach 2 verlauft. 

Die Spaltung des Glutamins geschieht mit Hilfe des spezi- 
fischen Enzyms Glutaminase (vgl. Krebs 1935, Schwab 1936) 
nach der Reaktion 


3. Glutamin -> Glutaminsaure + Ammoniak. 


Es handelt sich also hier um eine Umkehrung der Reaktion 2. 
Nach den Angaben von Krebs kénnte man hier ein enzymatisches 
Gleichgewicht vermuten. Die unten zu beschreibenden Ergebnisse 
stiitzen eine solche Auffassung. Die Versuchsergebnisse von Krebs 
(1985), die einer solchen Hypothese entgegenstehen, kénnen auf 
methodischen Fehlern beruhen, indem die Versuchszeiten unver- 
haltnismaBig lang sind. 

Die Spaltung von Glutamin ist nicht an die Sauerstoffaufnahme 
gebunden und kann auch in Extrakten vor sich gehen. Nach Krebs 
kommt die Glutaminase wenigstens in allen Geweben, die Glutamin 
synthetisieren, vor. 

In dem untenstehenden Schema werden die Zellreaktionen ge- 
zeigt, bei denen Glutamin eine Rolle spielen kann. 


Oxydative 





Harnsaurebildung Harnstoffbildung Desaminierung 
Harnséure Harnstoff<- Arginin => Omithin + CO, <~- Ammoniak 
| ae -> Brenztraubensaure =—~ Alanin 
Glutaminsaure J 
Hypoxanthin K NH, + CO, + PA 
\._ Unbekannte Pa 
Zwischenstufen \_ x 
Glutaminylpolypeptide <~—— Glutamin Alanin + Ketogli tarséure 
ff | 
ih | 
“wr Y 


Glutaminséure Kohlenhydratabbau- <- Glutaminséure+ Brztr. 
+ Ammoniak “‘_prod.+ Ammoniak ~~ 


Glutaminbildung oi Umaminierung 


Die Verbindung zwischen Polypeptiden und Glutamiy ist nicht 
nachgewiesen, aber aus Wahrscheinlichkeitsgrinden anzunehmen. 
Die Glutaminbildung kann durch die Umaminierung gehemmt 
werden (Braunstein und Kritzmann 1987, Kritzmann 1988). 
Ahnliche Verhiltnisse hat Neber (1935) in der Saugetierleber ge- 


; If 
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funden, in der die Harnstoffbildung durch Zusatz von Substrat 
gehemmt, die Aminoséurebildung dagegen erhéht wird. Schoen- 
heimer und Mitarbeiter (Foster u. a. 1989 und Rittenberg 
u. a. 1939) zeigen in Versuchen mit dem schweren Isotop N}, daB 
in den Proteinen der Ratte die Bildung von Amidammoniak schneller 
ist als die Glutaminsdurebildung, wenn unphysiologisch gro8e 
Mengen von Ammoniumsalz der Nahrung zugesetzt werden. Bei 
kleinen Mengen von Ammoniumsalz herrscht dagegen das umge- 
kehrte Verhaltnis vor. 


Welche Reaktionen in den verschiedenen Fallen vor sich gehen, 
hingt von noch unbekannten Kopplungen ab. 


In Anbetracht dieser vielen Reaktionen, die teils in Zusammen- 
hang mit dem Ammoniakumsatz stehen, teils an die energetischen 
Prozesse (bei der Synthese des Glutamins) gekoppelt sind, wurde 
der Umsatz des Glutamins vor und nach der Befruchtung des See- 
igeleies genauer untersucht. Bei der Kntwicklungserregung tritt ja 
sowohl eine Ammoniakbildung wie auch eine Atmungssteigerung auf. 


2. Vorkommen von leicht hydrolysierbarem Ammoniak im Seeigelei 


Glutamin wurde nach den Angaben von Krebs (1935) mittels 
5 Minuten langer Hydrolyse in 5°/,iger Schwefelsiure bei 100° und 
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Zeitlicher Verlauf der Ammoniakabspaltung in Extrakten von unbefruchteten und befruchteten 
Seeigeleiern bei Hydrolyse in5°/, Schwefelsiure. Amidammoniak in den proteinfreien Extrakten 


folgender Bestimmung des freigemachten Ammoniaks analysiert. 
Unter diesen Bedingungen wird Glutamin zu 100°/, gespalten. Als 
interferierende Substanzen kommen andere Siureamide, die leicht 
durch saure Hydrolyse zu spalten sind, in Frage, vor allem 
Asparagin, welches in 5 Minuten bis zu 23°/) gespalten wird. Man 
kann sich leicht vermittels einer Kurve davon iiberzeugen, ob die 
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Spaltung in 5—10 Minuten fertig ist oder weiterlauft. In protein- 
freien Extrakten aus Seeigeleiern ist die Hydrolyse nach 10 Minuten 
fertig, wie aus Fig. 4 hervorgeht. Diese Kurve weist dieselbe 
Form wie die Glutaminkurve auf. Da auBerdem das Seeigelei Glut- 
amin sowohl zu spalten wie auch zu synthetisieren vermag, so wird 
angenommen, daB dieses leicht abspaltbare Ammoniak aus Glut- 
amin stammt und freies Glutamin also im Seeigelei vorkommt. 
Sowohl freies Ammoniak wie freie Glutaminséure sind im See- 
igelei nachgewiesen. 


Es sind auSerdem andere Methoden zur Glutaminbestimmung © 
bekannt, so z. B. die von Vickery u. a. (1935b), bei der 120 Minuten 
lang in fast neutraler Lésung hydrolysiert wird. Unter diesen Um- 
stiinden werden Glutamin zu 100°/,, Asparagin zu 2°/) gespalten. 


is 


3. Verainderung des Amidgehaltes im Seeigelei 
bei der Entwicklungserregung 


a) Hydrolysierbarer Amidstickstoff in Hiersuspen- 
sionen vor und nach der Befruchtung 


Die Suspensionen wurden zuerst einfach in 5°/, Schwefelsiure 
hydrolysiert, nachdem die fixierten Eivr mit Sand zerrieben oder 
auf Eis gefroren und sodann zerquetscht waren. 


In der Fig. 5 ist der zeitliche Verlauf der Ammoniak- 
abspaltung bei einer solchen Hydrolyse dargestellt, in der Tab. 9 
sind die Ergebnisse zusammengefaBt. Das abgespaltene Ammoniak 
wurde teils durch Titrierung, teils mit Hilfe von Nesslerreagens 
bestimmt. 


Die Hydrolysenkurve der Suspensionen nimmt einen durchaus 
anderen Verlauf als die der proteinfreien Extrakte, indem die Kurve 
auch nach einer Stunde Hydrolyse noch steigt. Der Unterschied 
der Werte vor und nach der Befruchtung wiachst dagegen nach 
10 Minuten Hydrolyse nicht mehr. Das langsame Weitersteigen ist 
auf eine Spaltung der Proteinamide zuriickzufihren. Es ist eine 
altbekannte Tatsache, daB bei der sauren Hydrolyse von Proteinen 
groBe Mengen Ammoniak abgespalten werden, die nicht von den 
Aminoséuren herstammen (z. B. Shore Wilson u. a. 1985). 


Luck (1924) zeigte die Anwesenheit von Glutamin in Caseinogen 
nach tryptischem Abbau. Damodaran (1982) wies nach, daB in 
gewissen pflanzlichen Proteinen (Gliadin) Glutamin in Peptid- 
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bindung vorkommt. Es ist wahrscheinlich, daB in diesen Proteinen 
aller iets ain an Glutaminséure gebunden ist. 


Melville (1985) zeigte, daB in einigen synthetischen Glut- 
aminyl-Polypeptiden die Abspaltung der Amidgruppe langsamer 
vor sich geht als bei freiem Glutamin (zu 65°/,), wenn fiir Glutamin 
100°/, gilt), und daB nur Polypeptide mit einer freien SAaureamid- 
gruppe in y-Stellung zur Aminogruppe wie Glutamin gespalten 
werden. Unter Beriicksichtigung dieser Tatsachen ist es nicht ver- 
wunderlich, da bei der sauren Hydrolyse die Kurve bei den protein- 
haltigen einen ganz anderen Verlauf hat als bei den proteinfreien 




















i 100 + 
‘SS 90- : 
wl 
6 © 

g 0} 
% 60y ; 
S 50F 4 
§ aot 4 
< sot | : , d 
Ss Unbefruchtete Eier 

E 20 — — — Befruchtete Fier 4 
S 

x 10 q 
= l | l l j n 

5 10 -... 60 
Hydrolysenzeit in Minuten 
Fig. 5 


Zeitlicher Verlauf der Ammoniakabspaltung in Eiersuspensionen von unbefruchteten und 
befruchteten Eiern bei Hydrolyse in 5°/, Schwefelsiiure. Amidammoniak in den Efern 


Extrakten. In den Suspensionen kénnen ja auch auBerdem andere 
Substanzen als Glutaminverbindungen gespalten werden. 


Bei der Hydrolyse der Suspensionen wurden bei jedem Versuch 
nach einer Hydrolyse von 10, 80, 60 Minuten und manchmal auch 
nach noch langeren Zeiten Bestimmungen ausgefiihrt, und die 
erhaltenen Werte hinsichtlich des freien Ammoniaks vor der Hydro- 
lyse korrigiert. Der tabellarischen Berechnung des Unterschiedes 
zwischen den Ergebnissen vor und nach der Befruchtung sind die 
Werte 60 Minuten Hydrolyse zugrunde gelegt und nicht 10 oder 
80 Minuten, da die Kurven zu diesen Zeitpunkten so steil ansteigen, 
daB eine kleine Verschiebung der Hydrolysenzeit groBe Schwan- 
kungen bewirken kénnte. 


In der untenstehenden Tabelle sind sowohl die Werte der 
Nesslerisierung wie die der Titrierungen zusammengestellt. 
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Tabelle 9 


Gehalt von Seeigeleiersuspensionen an Amidammoniak vor 
und 10 Minuten nach der Befruchtung 






































Daver der Titrierung Nesslerisierung 
Nr. | Hydrolyse . “=| ae 
in Min. Unbeft, oo. Veranderung einai “Bae | viomeieed 
1/300 [ues |uze | +1 ao me) 4? 
60 137. | 139 | 2 105 | 1165 | = +11,5 
2 30 a _ 96 97 | +1 
60 _ — | as 108 | 112,5 +. 4,5 
3] 30 aes see Se 43 {147 | +4 
60 a — | one 158.5 | 161 + 2,5 
4 30 ia eee oe 92,5 | 105 +12,5 
0 |; — | — | ~ 106 | 114 + 8 
5 30 1425 | 149 | +65 113° | 1135 | + 0,5 
60 153 | 154 + 4 125,56 |124 | — 1, 
6 30 118 119,5 + is _ ae _ 
60 134 | 139 | 465 ook “a an 
| 
7 30 — _ _ 48 | 145 05 — 
8 30 99,5 | 86 —13,5 95,5 | 82,5 | —13 
60 110 | 129,5 +19,5 100 | 104 | +4 
9} 30 |163 | 1635) +05 |126 |12% | —2 
60 166,5 | 178 +11,5 160 | 172 +12 
10| 30 a _ 124 |136 | +412 
60 a om 1395 |146 | + 6,5 
1} 30 ae Son eee 135 | 143 4.8 
Mittelwert 140 | — | 478436] 125,5| — |+6,0+ 1,60. 
fur 60’ + 3,1 | t=2,16 + 8,7 t = 3,75 
| p < 0,01 











Hs ist zu ersehen, da8 in den Seeigeleiern ziemlich groBe Mengen 
hydrolysierbaren Ammoniaks zu finden sind. Geht man von dem 
Mittelwert der Bestimmungen mit Nesslers Reagens bei unbefr. 
Kiern aus, so sind in 1 ccm Kier 125,5 Mikromol Amidstickstoff 
oder 1,8 mg N vorhanden. Da andererseits 1 com Kier 86 mg N 
enthalt, von denen 7 mg auf die freien Aminoséuren entfallen, so 
ergibt sich, daB der Amidstickstoff 6°/, des restlichen Stickstoffes 
ausmacht. Das freie Glutamin betragt nur etwa 5°/, des insgesamt 
abspaltbaren Amidstickstoffes (Fig. 6). Die Tabelle zeigt weiter, 
daB die Hier 10 Minuten nach der Befruchtung 6,0 + 1,60 Mikromol 
mehr Amidstickstoff als vor der Befruchtung enthalten nach 
60° Hydrolyse. Eine Zunahme ist statistisch festgestellt. 
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b) Flichtige Amine in hydrolysierten Kiersuspensionen 


Bei der Bestimmung der Gesamtmenge des Amidammoniaks 
nach der Hydrolyse sind die Titrierwerte regelmaBig hodher als die 
mit Nesserreagens erhaltenen (vgl. Tab. 9). Dieser Umstand deutet 
flichtige Amine an, da Nesslers Reagens fast spezifisch auf 
Ammoniak reagiert, wahrend man mit der Titrierung die gesamte 
Alkalitat erfaBt. Es wurde regelmaBig beobachtet, daB das Destillat 
der hydrolysierten Kiersuspensionen nach Zusatz des alkalischen 
Nesslers Reagens stark nach Heringslake roch. In der unten- 
stehenden Tabelle sind einige Versuche zusammengestellt, die 
gleichzeitig mit Nesslers Reagens und mit Titrierung ausgefiihrt 
worden sind. 

Tabelle 10 


Vergleich der Gesamtalkalitat und der Ammoniakmenge 
im Destillat nach Hydrolyse unbefruchteter Eier 




















Gesamtalkalitat Ammoniak Unterschied Hy droly — 
in Minuten 

200 108 + 92 360 
124,5 97,5 + 27 60 
138,5 113,5 + 25 60 

99,5 90,5 + 9 60 
147,5 114 + 33,5 60 
190,5 134 + 56,5 60 





Es sind zwar exakte Methoden bekannt um die Amine von 
Ammoniak zu trennen, z. B. die von Woodward (1926) oder 
Pugh (1937), aber es wurden in diesem Zusammenhang keine Ver- 
suche gemacht, die flichtigen Amine von Ammoniak quantitativ 
zu trennen. 

Fig. 6 zeigt den zeitlichen Verlauf dieser Spaltung von 
Aminen und die verschiedenen Amidfraktionen im Verhialtnis dazu 
(Glutamin und Polypeptid-gebundener Amidstickstoff). 

Es ist interessant, daB in den Seeigeleiern Amine vorhanden 
sind, die durch Hydrolyse leicht freigemacht werden. Welche 
Muttersubstanzen ihnen zugrunde liegen, ist nicht festgestellt. Der 
Geruch nach Heringslake ist bei den Arbeiten mit den proteinfreien 
Extrakten nicht beobachtet worden. Lyon u. a. (1910) nahmen bei 
Ammoniakbestimmungen in Autolysaten von Arbaciaeiern waihrend 
der Destillation den typisch fischartigen Geruch von Trimethylamin 
wahr. Sie vermuten, daB das Lecithinspaltungsprodukt Cholin das 
Trimethylamin geliefert hat. Ackermann (1935) hat in den See- 
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sternen (Asterias rubens und glacialis) Asterubin entdeckt. Dieses 
ist ein Taurinabkémmling mit einer Dimethylguanidingruppe. 
Beim Erhitzen mit Baryt bildet sich Dimethylamin und Carb- 
aminyltaurin. Wegen der Ahnlichkeit von Seesternen und Seeigeln 
kénnte man vermuten, daB Asterubin auch im Seeigelei enthalten 
wire und somit ein Zusammenhang zwischen der Aminbildung und 
dem Asterubingehalt besteht. Asterubin ist physiologisch wirksam, 
indem es den Blutzuckergehalt des Hundes stark erhoht (Acker- 
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Fig. 6 
Die Mengen von Totalalkalitit und Ammoniak im Destillat nach der Hydrolyse einer Sus- 
pension von unbefruchteten Eiern in 5°/, Schwefelsiure. Die Menge des freien Glutamins ist 
= unten in der Kurve eingelegt 


mannu.a. 1936). Es kénnte auch eine wichtige Rolle im intermediaren 
Stickstoffwechsel spielen (Kutscher und Ackermann 1936). 


ce) Glutamin in proteinfreien Extrakten vor und nach 
der Befruchtung des Seeigeleies 


Es erhob sich die Frage, ob die bei der Entwicklungserregung 
beobachtete Veranderung des hydrolysierbaren Ammoniaks nur die 
Proteine betrifft, und dann wahrscheinlich strukturelle Verainde- 
rungen wiederspiegelt oder ob sie auch in den proteinfreien Ex- 
trakten erscheint. In diesem Falle wire sie méglicherweise auf 
andere Reaktionen zu beziehen. 

Um diese Frage zu entscheiden, miBten die Proteine voll- 
stindig entfernt werden, ohne da8 Glutamin mitgefallt oder ge- 
spalten wirde. Nach vielen Versuchen bewihrte sich das folgende 
Verfahren mit Fallung durch Uranylacetat am besten. 

Die fixierten Eier wurden unter Eiskihlung zermahlen. Die grdbsten 
Proteine wurden durch 5 bis 10 Minuten langes Zentrifugieren entfernt, und 


zu 10 ccm der triiben Lésung in einem genau graduierten MeBglas folgende 
Reagentien zugefiigt: 1,25 ccm Aceton (um eine Adsorption zu verhindern). 
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0,35 com 30°/,ige NaOH (so daB das px zwischen 8 und 9 liegt) und 10 ccm 
1,55 °Jg Uranylacetat. Sodann wird das Volumen abgelesen und die Mischung 
10 Minuten auf Eis stehen gelassen. Dabei fallen die Proteine in groBen 
gelatinédsen Flocken aus, die leicht durch Filtrieren zu entfernen sind. Die 
Eiskiihlung ist notwendig, um die Spaltung des Glutamins auf ein Minimum 
zu reduzieren. Ein aliquoter Teil der klaren Lésung wird mit 14/,) Vol. 50 
Vol.-°/,iger Schwefelsaure hydrolysiert. Dieses EnteiweiBungsverfahren ist 
nach dem Verfahren von Kern und Stransky(1937) fiir Harnséure im Blut 
modifiziert. Es ist wichtig, die gréberen Proteine zuvor durch Zentrifugieren 
zu entfernen, da es sonst schwierig ist, die Proteine quantitativ zu entfernen. 
Es kommt vor, da8 die Proteine mit 10 ccm Uranylacetat nicht quantitativ aus- 
fallen. In diesem Falle ist es zu empfehlen, weitere 2—3 ccm Uranylacetat 
und ebenfalls entsprechend mehr von den anderen Reagentien zuzusetzen. Als 
Kriterium fiir das vollstandige Ausfallen der Proteine dient erstens, daB die 
Lésung nach Filtrierung vollstandig glasklar ist, zweitens mit 5°/, Schwefel- 
saure auf dem Wasserbad bei 100° keine Fallung gibt, und drittens die Hydro- 
lysenwerte nach 10 Minuten Hydrolyse nicht wesentlich steigen. Die Hydro- 
lysenkurve ist in der Fig. 4 gezeigt. 

Unter diesen Fallungsbedingungen werden die an EiweiB gebundenen 
Amide gefallt, wahrend die freien Amide in Lésung bleiben. In einem Versuch 
wurden zu einer Suspension 4,80 Mikromol Glutamin nach dem Fixieren zu- 
gesetzt, und diese dann nach der obigen Vorschrift bearbeitet, wiedergefunden 
wurden 4,90 Mikromol (102°/,). Nach Tannhauser u. a. (1920) bleiben Harn- 
siure und Aminopurine nach EnteiweiBung mit Uranylacetat quantitativ in 
Lésung. 


Tabelle 11 


Veranderung des Glutamingehaltes bei der Entwicklungserregung 
des Seeigeleies 


Glutamin in den enteiweiBten Extrakten nach 10 Minuten Hydrolyse bestimmt. 
Ammoniak nach Parnasdestillation und Nesslerisierung bestimmt. 
Die Werte sind fiir den praformierten Ammoniak korrigiert. 















































Sus- : —_ 
pension Gefundene Werte gE Beg Veranderung 
Nr pro {|— ) 
Analyse | Un- | 10Min.|180Min.] Un- | 10Min.|180 Min.| 10 Min.) 180 Min. 
in ccm | befr. | befr. | befr. | befr.| befr. | befr. | befr. befr. 
Proteinfreie Extrakte 
1 2,11 1,34 | 2,04 | 1,83 9,95 15,15 | 13,6 +5,20) +3.65 
2} 2,04 | 045) 0,73 | 0,66 | 3,45 5,60] 5,05 |+2,15) +1,55 
3 4,44 | 2,40 | 2,54 —— 8,47, 8,95 ~~ +048; — 
4 4,17 | 0,61 | 0,79 - 2,29' 2,96 = +0,675 — 
5 4,64 | 2,31 | 2,53 _- 7,80, 8,55 - +0,75 — 
Mittelwert: 6,39, 8,24 +1,85 + 0,88 
| t = 2,10 
| p = 9,1—0,5 








Ganze Suspension mit Protein 
6 | 1,81 [16,10 16,85 | 15,50 |139,5 [146 [1345 |+6,5 | —5 
6§* 
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Die oben angefihrte Tab.11 zeigt die Ergebnisse dieser 
Analysen. In samtlichen Versuchen ist 10 Minuten nach der Be- 
fruchtung eine, Zunahme des Glutamins festzustellen; 180 Minuten 
nach der Befruchtung aber findet man wieder eine Abnahme. 
Dieses ist auch in den proteinhaltigen Suspensionen, wie aus dem 
letzten Versuch zu ersehen ist, der Fall. Die Glutaminkurve bei 
der Entwicklungserregung und der weiteren Entwicklung hat, wie 
aus dem unten graphisch dargestellten Versuch hervorgeht, einen 
ganz ahnlichen Verlauf wie die Ammoniakkurve (Fig. 7). 
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Ammoniak- und Glutaminumsatz bei der Entwicklungserregung und der weiteren Entwicklung. 
Ammoniak und Glutamingehalt in demselben Versuch verschiedene Zeiten nach der Befruchtung 
verglichen 


Die auffallende Ubereinstimmung mit der Ammoniakkurve 
macht es wahrscheinlich, da8B Glutamin- und Ammoniakumsatz in 
Verbindung miteinander stehen. 

Angesichts der groBen Streuung der Werte und der geringen 
Anzahl der Bestimmungen ist es eigentlich nicht zulassig, Mittel- 
werte der bei der Entwicklungserregung eintretenden Glutamin- 
bildung in der Tab. 11 zu errechnen. Dies ist jedoch geschehen, um 
einen Begriff der GréBenordnung zu geben. P ist nach den Tabellen 
Fishers ausgerechnet, der Ausschlag ist nicht als statistisch mit 
Sicherheit festgestellt zu betrachten. In Verbindung mit der oben 
angefiihrten Tab. 9 der Ergebnisse der Suspensionen ist aber dieser 
positive Ausschlag ausreichend, um zu zeigen, daB auch in den 
proteinfreien Extrakten der Amidstickstoff nach der Befruchtung 
zunimmt. Ob ein Unterschied zwischen den Suspensionen und den 
enteiweiBten Extrakten vorliegt, kann mit diesen Versuchen nicht 
entschieden werden. 

Weitere Versuche mit enteiweiBten Extrakten wurden nicht 
unternommen, da sie in Roscoff sechwer durchzufiihren sind. 
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Die Schwankungen des Gehaltes an Amidammoniak sind sehr 
groB. Dies ist jedoch leicht verstandlich, wenn man bedenkt, daB8 . 
Glutamin eine groBe Rolle im intracellulaéren Stoffwechsel spielt, 
und seine Konzentration folglich vom Stoffwechsel und dem physio- 
logischen Zustand des Kies abhangig ist. 


Fur die Entstehung von freiem Glutamin bei der Entwicklungs- 
erregung des Seeigeleies gibt es zwei Méglichkeiten: Entweder durch 
Synthese aus einfacheren Bestandteilen oder durch Spaltung von 
Glutaminylpolypeptiden. Welche dieser beiden Méglichkeiten zu- 
trifft, ist durch die bisherigen Versuche nicht entschieden. Eine 
Synthese des Glutamins bei der Entwicklungserregung ist sehr 
gut méglich, da namlich im befr., nicht aber im unbefr. Ei eine 
solche Synthese aus Glutaminséure und Ammoniak stattfindet. 
Das Gleichgewicht ist stark zugunsten der Glutaminbildung ver- 
schoben, indem das biologische Gleichgewicht bei etwa 80°/, 
Glutamin hegt. Die mittlere Geschwindigkeit der Glutaminbildung 
bei der Entwicklungserregung betragt in 10 Minuten 1,85 Mikromol 
pro Kubikzentimeter Eier bzw. 11,1 Mikromol in 1 Stunde. Der 
Versuch mit der schnellsten Glutaminbildung (in Anwesenheit von 
ziemlich groBen Mengen Ammoniak) in der Tab. 12 zeigt eine 
Glutaminbildung von 24,5 Mikromol Glutamin in 3 Stunden oder 
8,2 Mikromol pro Stunde. Diese Zahlen zeigen, dab die Glutamin- 
bildung aus Glutaminséure und Ammoniak in den befr. Eiern unter 
optimalen Verhaltnissen so schnell vor sich gehen kann, daf die 
bei der Entwicklungserregung eintretende Glutaminbildung durch 
eine solche Reaktion erklart werden kénnte. 


Andererseits ist es nicht ausgeschlossen, da8 Glutamin durch 
Spaltung der Proteine entstehen kann. In Analogie hierzu sei nur 
erwahnt, da8 im Trichloressigsiureextrakt die Menge der léslichen 
basischen Aminosiuren 10 Minuten nach der Befruchtung zu 
genommen hat (vgl. Diskussion), was auf eine Spaltung von Pro- 
teinen hindeutet (Orstrém 1941). Vielleicht spielen sowohl Spaltung 
wie Synthese fiir die Glutaminbildung bei der Entwicklungs- 
erregung eine Rolle. 


Durch gleichzeitiges Messen der Ammoniakbildung, der Oxy- 
purinbildung und der Glutaminbildung bei der anaeroben Be- 
fruchtung kénnte, da unter anaeroben Verhaltnissen keine Glut- 
aminbildung durch Synthese stattfindet, die Frage, ob ein Teil des 
bei der Entwicklungserregung gebildeten Ammoniaks zur Glutamin-. ~ 
bildung beitragt, entschieden werden. 
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4. Synthese von Glutamin im Seeigelei 

Glutamin kann nach Reaktion 1 oder 2 gebildet werden. Im 
Seeigelei infolge Mangel an Zeit ist nur die Reaktion 2 untersucht 
worden. Reaktion 1 wire jedoch im Seeigelei ebenfalls denkbar, 
da Ostrém und Lindberg nach der Befruchtung einen Kohlen- 
hydratumsatz festgestellt haben. 

Die Versuche wurden mit Aminosaéuren und Ammoniumchlorid 
oder Ammoniumsulfat ausgefihrt. 


Glutaminbildung in befruchteten Seeigeleiern bei 
Zusatz von Glutaminsdure und Ammoniumsulfat 


Die Proben (je 15 ccm 10°/,iger Eiersuspension) wurden zunachst 
30 Minuten mit 0,5 ccm n/1-Glutaminséure bzw. Seewasser geschiittelt. So- 
dann wurde 0,15 ccm 0,0571 n-Ammoniumsulfat zugesetzt, nach weiteren 
180 Minuten fixiert, mit Sand zerrieben und Ammoniak und Glutamin in 
5 ccm Probe bestimmt. Die zugesetzte Ammoniakmenge am Anfang des Ver- 
suches in 5 ccm der fixierten Suspension betrug 2,58 Mikromol Ammoniak, die 
Eiermenge 0,288 ccm Eier. Das py der Glutaminsadurelésung war sorgfaltig 


auf das pa des Seewassers gebracht. Ammoniakbestimmungen nach Parnas 
und mit Nesslerreagens. 
































Unbefr. Eier Befr. Eier 
. NH, + d-Glu- + NH,+ d-Glu- 
NH; taminsdure NH; ps Mi 
15 ccm 10°/,- ; ; . 
ige Eiersusp. = had ” 
0,5 ccm See-| 0,5 cem Glu- | 0,5 ccm See- | 0,5 ccm Glu- 
wasser taminsaure wasser taminsaure 
0,15 com 
(NH,).SO, 
n=0,0571 = + + 
fixiertin lecm | 
30°/,iger | | 
CCl,COOH m — 4. 
NH, gefunden 
nach 180 Min. 2,42 2,77 2,62 0,66 
NH, verschwun- 
ee kk eo — 0,16 +. 0,19 + 0,04 — 1,92 
Summe freies 
NH, + Glut- 
amin-NH, nach 
5 Min. Hydro- | 
ae — | — 12,24 | 12,25 
NH,-Umsatz pro | | 
Stunde und | | 
Kubikzentime- | | 
ter Eier. . . —0,19 | + 0,22 +005 | —- $93 
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In der folgenden Tab. 12 wird gezeigt, wieviel des eingedrun- 
genen Ammoniaks bei Gegenwart von Glutaminsaure in Amid ver- 
wandelt wird. Die Werte der Ammoniakakkumulation der befr. 
Hier sind der Fig. 8 in Kapitel 6. entnommen. Die Werte fiir die 
Ansammlung des Ammoniaks in den unbefr. Hiern bei Anwesenheit 
von Glutaminsaéure sind nach dhnlichen Versuchen wie die in 
Kapitel 7 angefiihrten gewonnen, bei denen gemessen wurde, wie 
stark Zusatz von Glutaminséure die Ammoniakansammlung be- 
schleunigt. 

Tabelle 12 


Amidbildung im Verhaltnis zum eingedrungenen Ammoniak 
bei Glutaminsaurezusatz 























Zugesetztes Akkumuliertes Amidbildung bei °/, Amidbildung 
Ammoniak Ammoniak Glutaminsfurezusatz vom akk. NH, 
Unbefr. Eier 
9,0 8 0 0 
9,0 8 0 0 

Befr. Eier 
9,0 8,1 6,66 82,5 
9,0 8,1 6,25 77 
9,0 8,1 5,0 62 
9,0 8,1 3,1 38 
41,0 37 10,3 28 
104,0 60 24,5 41 











Hs ist aus den obeh angefiihrten Tabellen zu ersehen, daB bei 
Zusatz von Glutaminsiure und Ammoniak zu befr. Eiern groBe 
Mengen Ammoniak verschwinden. In den unbefr. Hiern ist dieses 
nicht der Fall. Das verschwundene Ammoniak wird durch 5 Mi- 
nuten saure Hydrolyse wieder in Freiheit gesetzt, ist also in 
Form von Glutamin gebunden. 


Wird zu befr. und unbefr. Eiern nur Ammoniumchlorid, nicht 
aber auch Glutaminséure gegeben, so verschwinden kleine Mengen 
Ammoniak in den befr., aber nicht in den unbefr. (vgl. z. B. Tab. 16, 
S. 102 in Kapitel 6). Die Menge des verschwundenen Ammoniaks 
ist jedoch im Verhaltnis zu den groBen Mengen vorhandenen freien 
Ammoniaks so klein, daB es schwer ist, genaue Analysen auszu- 
fiihren. In Zusammenhang mit der Glutaminbildung bei den befr. 
Kiern ist es jedoch naheliegend, anzunehmen, daB bei den befr. 


Eiern ein Teil des Ammoniaks zur Glutaminbildung verbraucht 
worden ist. 
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Das Vermoégen, Glutamin zu bilden, ist typisch fiir Glutamin- 
siure. Versuche, wie der soeben angefihrte, sind mit befr. Eiern 
und folgenden Aminosauren ausgefiihrt worden: d- und 1|-Histidin, 
d,]-Asparaginsdure, d-Arginin, d,l-Prolin und d-Ornithin. Das Er- 
gebnis war in allen diesen Fallen negativ. Nach Kapitel 7 hatten 
diese Aminosiuren méglicherweise eine Rolle im Stoffwechsel 
spielen kénnen. d-Glutaminsidure erwies sich als halb so wirksam 
wie 1-Glutaminsaure. Dieselben Aminoséurem wurden auch den 
unbefr. Kiern zugesetzt, ohne da8 ein Kinflu8 iiber die Fehlergrenzen 
der Methode hinaus festzustellen war. Zwei Ammoniakkonzentra- 
tionen wurden untersucht, namlich 41,0 und 104,0 Mikromol Ammo- 
niumehlorid zu 15,6 cem Eiersuspension (1 cem Eier). Die Nor- 
malitaét simtlicher Aminosazen war gleich 1, und die Lésungen zum 
pu des Seewassers neutralisiert. 


Fiir die Glutaminbildung ist die Wasserstoffionenkonzentration 
von entscheidender Bedeutung. Ist das px der Aminoséurelésung 
héher oder niedriger als das p,, des Seewassers, z. B. 6 bzw. 8,5—9, 
so kommt keine Glutaminbildung zustande. 


Die verschiedenartige Glutaminbildung vor und nach der 
Befruchtung kénnte, da die unbefruchteten Kier eine geringere 
Permeabilitét haben (z. B. Jacobs 1939), somit auf Permeabili- 
tatsunterschiede zuriickzufiihren sein. Dies scheint aber nicht der 
Fall zu sein. Die Ammoniakpermeabilitat ist bei den in den obigen 
vier ersten Versuchen in der Tab. 12 angewandten kleinen Am- 
moniakkonzentrationen nur wenig geringer:bei den unbefr. als bei 
den befr. Kiern. Durch Zusatz von Glutaminsiaure steigt die Am- 
moniakspeicherung der unbefr. Kier fast auf den Wert der letzteren, 
auch bei gréBeren Ammoniakkonzentrationen. 


Kis ware mdglich, da8 die Permeabilitét der Glutaminsaure 
den begrenzenden Faktor darstellt. Stoffwechselversuche mit Gluta- 
minséure und Ammoniak zeigen, da8 Glutaminsaure in das unbefr. 
Ki eindringt. (Siehe Kap. 7.) Bei unbefr. Hiern ist es schwierig, zu 
messen, wie groBe Mengen von zugesetzter Glutaminsdure in die 
Kier eindringen, da die Gesamtmenge der Aminosiuren im Eiwasser 
bei Anwesenheit von Glutaminsiaure zunimmt. Bei befr. Eiern hin- 
gegen dringen, tiberschlagsweise nach der Tabelle 21 berechnet, in 
3 Stunden bei einer Auenkonzentration von n/10 etwa 100 Mikro- 
mol Glutaminsaure pro Kubikzentimeter Eier ein. Aus der Tab. 13 
in der die Konzentration von Glutamin im Eiwasser etwa n/10 
ist, 14Bt sich annaherungsweise entnehmen, da8 Glutamin etwa 
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3mal langsamer vor als nach der Befruchtung eindringt. Wenn 
dieselben Verhaltnisse fiir Glutaminséure gelten, sollten dann in 
1 cem unbefr. Eier nach 3 Stunden etwa 30 Mikromol eingedrungen 
sein. Man hatte sich also nach diesem in dem unbefr. Ei eine 
langsamere Synthese von Glutamin als in dem befr. erwartet, 
aber sie fehlt vollstiéndig. 


Die Tatsache, daB im unbefr. Ei Glutamin nicht synthetisiert 
wird, hangt also nicht von Permeabilitétsunterschieden, sondern 
von anderen Umstiainden ab. Man kénnte sich z. B. denken, daB 
es sich um dasselbe Phanomen wie bei der Spaltung von Adenyl- 
sdure oder Glykogen handelt, namlich, daB das Sperma solche 
Faktoren mit sich fiihrt, die die Synthese erméglichen. Im Sperma 
gibt es jedenfalls Faktoren, die die Spaltung von Glutamin be- 
schleunigen (vgl. 8. 98). 


Die Synthese von Glutamin in Vertebratzellen ist an intakte 
Zellstruktur gebunden, da sie Energie entweder in Form von 
Atmung (Niere) oder starke Milchséiurebildung (Retina, Krebs 
1935) verlangt. Im unbefr. Seeigelei sind sowohl die Atmung 
wie die aerobe Milchséurebildung sehr klein. (Milchséurebildung: 
Perlzweig und Barron 1928, Harvey 1932 und eigene un- 
veréffentlichte Versuche). Die Annahme ist also wahrscheinlich, 
daB im Seeigelei vor der Befruchtung die Glutaminsynthese nicht 
vor sich gehen kann, da die Atmung zu gering ist. Es ware von 
Interesse, zu untersuchen, ob die Glutaminsynthese unter dem 
Einflu8 solcher Substanzen, die die Atmung des unbefr. Kies er- 
héhen, ohne sonst die Entwicklung zu erregen, z. B. Pyocyanin 
oder Dimethyl-p-phenylendiamin, vor sich gehen kann. Durch 
Zusatz von Glutaminséure und Ammoniak zu unbefr. Eiern wird 
zwar die Atmung erhéht (vgl. Kapitel 7), doch tritt trotzdem keine 
Glutaminsynthese ein. Fir die Synthese des Glutamins miissen 
méglicherweise spezielle Bedingungen vorhanden sein, die nicht 
durch die Atmungserhéhung nach Zusatz von Glutaminsaure 
und Ammoniak im unbefr. Ei, wohl aber durch die Atmungs- 
erhéhung bei der Befruchtung, erfillt sind, indem diese Syn- 
these von einer Reaktion mit bestimmtem Redoxpotential ab- 
hangig ist. 


Ks ist nicht untersucht worden, wie sich die Atmung 
der unbefr. und befr. Eier bei Glutaminzusatz verhalt. Bei 
Gehirnschnitten wird die Atmung dadurch erhéht (Weil-Mal- 
herbe 1936). 
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Umsatz von zugesetztem Glutamin in unbefr. 
und befr. Hiern 


Um den Verlauf des Glutaminumsatzes im Seeigelei zu ver- 
folgen, wurde Glutamin zu unbefr. und befr. Hiern zugesetzt. 
Es wurde dann die Permeabilitét fiir Glutamin durch Analyse 
des Gehalts des Kiwassers an Amidammoniak zu Anfang und Ende 
des Versuches untersucht. Ferner wurde die Ammoniakbildung 
und die Hypoxanthinbildung nach dem oben beschriebenen Ver- 
fahren analysiert, sowie die Umwandlung in andere unbekannte 
Substanzen. Die Suspensionen wurden 180—200 Minuten lang 
geschiittelt. 
simtlicher Versuche zusammengefaBt. Glutamin wurde nach den 
Vorschriften Vickerys u. a. (1935a) prapariert. 500 mg eines 
analysenreinen Produktes wurden aus Zuckerriiben hergestellt. 

Aus der Tab. 13, Spalte 7 ist zu ersehen, da8B Glutamin in die 
Kier eindringt und sich dort anhauft (vgl. Seite 109). Fir das 
Kindringen des Glutamins sind, wie fiir die des Ammoniaks, 
keine einfachen Diffusionsgleichgewichte, sondern kompliziertere 
Verhaltnisse ma8gebend. 

In die befr. Kier dringt mehr Glutamin ein als in die unbefr., 
im héchsten Falle 9,4mal mehr im niedrigsten Falle 1,35 mal mehr, 
und im Mittel 3,3mal mehr (Spalte 4). Nach Zusatz von Glutamin 
bildet sich Ammoniak. Die Menge des gebildeten Ammoniaks ist 


In der untenstehenden Tabelle ist das Ergebnis 


















































Tabelle 
Permeabilitat und Umsatz von Glutamin 
1 2 3 4 
oe Kindringen 
Nr. ye Zu- |Wiederge-| Eingedrungen von Ammo- 
tzt f d ] Glutamin 
Versuches | 8e8etzte |funden als 
Menge |Glutamin Unbefr. Befr. Ri yer Unbefr. 
1 3. VIII. 113,5 — 23 21,3 1:9,4 — 
2 2. VIII. 125 122 — 44 — _ 
3 3. Vil. 129 108 — 52 — — 
4 8. VIII 159 — 48 65 1: 1,35 2,9 
5 21. VIIT 158 — 20 64 1:3,2 1,19 
6 | 22.VUL | 158 soos 28 49 1:2,1 a 
7 | 15. VIII, | 162 a 41 64 1:1,6 22 | 
gs | 17. VIII 162 oe 60 127 1:2,1 04 | 
Mittel: 1:33 





| | ae 
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bei den befr. gréBer als bei den unbefr. Hiern. Bezieht man die 
Ergebnisse jedoch auf die Menge des eingedrungenen Glutamins, 
so ist aus der Spalte 5 in der Tabelle zu ersehen, daB zwischen unbefr. 
und befr. Eiern kein sicherer Unterschied besteht (4,5 bzw. 79/,). 


Zusatz von Glutaminséure und Ammoniak fihrt im befr. Ei 
zu einer Synthese von Glutamin. Die Reaktion kann folglich im 
befr.. aber nicht im unbefr. Ei nach beiden Richtungen verlaufen: 


Glutaminsaure + Ammoniak + Glutamin + Wasser. 


Die Kinetik ist nicht untersucht worden, doch liegt folgende 


Uberschlagsrechnung nahe: ' | 
Verhiltnis 
| Ammoniak/Glutamin 
Maximale Glutaminsynthese im befr. Ei aus zu- 
gesetzter Glutaminsaiure und zugesetztem Am- 
moniak. Gebildetes Glutamin in °/, des zugesetz- 
ee ee eee ee ee 82,59/, 17,5/82,5 = 1/4,7 
Maximale Glutaminspaltung im befr. Ei aus zu- 
gesetztem Glutamin. Gebildetes Ammoniak in °/, 


des eingedrungenen Glutamins ........ 14 %, 14/86=1/6,1 
Verhaltnis: praformiertes Ammoniak zu praformier- 
tem Glutamin im unbefr. Ei ......... Mittel 1,26/6,39 = 1/5,1 


Verhialtnis: priformiertes Ammoniak zu praformier- 
tem Glutamin im 10 Minuten befr. Ki. . . . . Mittel 1,80/8,24 = 1/4,6 


Ob man also von Glutaminséure und Ammoniak oder von 
Glutamin ausgeht, man erhalt nach Zusatzversuchen ein scheinbares 


unbefruchteten und befruchteten Seeigeleiern 















































5 a, 6 7 
cee a . | Verhaltnis Glutamin pro 
niakbildung Hy apie” ccm Eiwasser/Glutamin 
| 8 pro ccm Kier 
0/4 Vo vom Ein- | °/) vom Ein- | 
g bs drungenen Befr. | gedrungenen Unbefr.| Befr. Unbefr. i Befr. 
wa _ "A os ” 1:0,35 | 1: 3,7 
3,55 8 —- - --- 1: 98 
de 7.2 14 i “ | 1:121 
6 4,7 7,2 —0,5 |+ 0,8 1: 7,2 | 1:11 
6 1,94 3 + 4,7 |+ 5,2 1: 2,4 1:11 
_ _ — +24 '—1,5 1:3,5 1: 7,4 
5,4 3,95 6,2 — | 1:5,5 1:10,5 
0.7 4.8 3,8 — — 1:9,5 1:60 
Mittel: 4,5 7,0 1:48 1: 15,8 
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Gleichgewicht?) von etwa 80—85°/, Glutamin und 20—15°/, 
Ammoniak. Dasselbe Verhiltnis ergibt sich beim Vergleich von 
praformiertem Glutamin und praformiertem Ammoniak im Ei. 
Die Bildung von Glutamin verliuft viel schneller als die Spaltung 
in dem befr. Seeigelei. 


Es hangt von der Menge Glutamin, Ammoniak, Glutaminsaure, 
sowie von der Koppelung an energetischen Prozessen ab, ob die 
Reaktion in der einen oder anderen Richtung vor sich geht. Ferner 
ist auch der Zusammenhang zwischen freiem Glutamin und peptid- 
gebundenem Glutaminyl nicht erwiesen, doch besteht ein solcher 
sicherlich, da die Proteine des Seeigeleies groBe Mengen Glut- 
aminylreste enthalten. 


Auch bei Pflanzen findet man Andeutungen dafir, daS Amide 
eine wichtige Rolle im Ammoniakumsatz bei der Entwicklung 
spielen. Mac Kie (1932, 1936) findet, daB die Proteine wahrend 
der Entwicklung von Lupinensamen von 0—13,1°/) N zunehmen, 
waihrend gleichzeitig Asparagin von 21,2—10,6°/, N abnimmt. Die 
Kurven dieser beiden Vorginge verlaufen parallel. Es wird ver- 
mutet, daB Asparagin als Stickstoffiibertrager dient, um den Stick- 
stoff von den Proteinen, die abgebaut werden, zu solchen Proteinen, 
die synthetisiert werden, zu transportieren. 


Die oben erwihnten Versuche von Schoenheimer und Mit- 
arbeitern und auch dhnliche Versuche mit Pflanzen haben gezeigt, 
da8 unter anderem Amidstickstoff schnell umgesetzt wird (Vickery, 
Pucher, Schoenheimer und Rittenberg 1939). Die Verfasser 
heben hervor, daB diese Versuche zeigen, daB das physiologisch 
aktive Protein in der Zelle mit den einfacheren stickstoffhaltigen 
Bestandsteilen im Zellsaft reagiert und da8 ein ununterbrochener 
Austausch zwischen den Aminoséuren im Protein und diesen 
Substanzen stattfindet. 


Abnliche Verhialtnisse hinsichtlich der Proteine kénnte man 
auch im Seeigelei vermuten. 


Auf diese Weise kann der Ammionakgehalt der Zelle reguliert 
werden, und Glutamin wird so zu einer wichtigen Intermediar- 
substanz im Ammoniakumsatz, indem durch die beschriebene 
reversible Reaktion Amidgruppen und Ammoniak auf andere Ver- 
bindungen wbertragen werden kénnen. Krebs und Cohen (1939) 





') Um MiBverstaindnisse zu vermeiden sei betont, daB es sich hier oder 
im folgenden nicht um thermodynamische Gleichgewichte handelt. 
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haben festgestellt, daB das System Glutaminséure = Iminoglutar- 
siure als Wasserstoffiibertrager bei der Oxydation von Ketoglutar- 
sdure wirksam ist, wobei Bernsteinsiure und Kohlensaure gebildet 
werden. Die Reaktion konnte nur in der Niere und in der Herz- 
muskulatur nachgewiesen werden, doch vermuten die Verff., daf 
trotzdem Glutaminsiure oder Glutamin als Wasserstoffiibertrager 
auch in anderen Organen wirksam sein kénnten, wenn nur das 
geeignete Substrat vorhanden ist. 

Glutamin wird im Seeigelei durch Enzyme gespalten, die auch 
im Eierbrei wirksam sind. Glutaminase (Krebs 1935) ist aus ver- 
schiedenen tierischen Organen leicht in Lésung zu erhalten. Die 
Ammoniakbildung nach Zusatz von Glutamin ist somit auf eine 
Glutaminasewirkung zuriickzufihren. 


Spaltung von Glutamin in Eierbrei. 


Der Brei wurde, wie in den oben angegebenen Versuchen mit 
Adenylsiure behandelt, jedoch mit dem Unterschied, daB als 
Substrat 10 mg Glutamin zugesetzt wurden. Phosphathaltige Salz- 
lésung. Parnasdestillation und Nesslerisierung des abdestillierten 
Ammoniaks. 

















Tabelle 14 

‘ Veranderung | Zunahmeder NH,-Bil- 

Kontrolle Glutamin durch Sperma | dung durch Glutamin 

Nr. : , °/5 Glutamin 

Brei — Brei = Kon- | Gluta- Brei gespalten 

R R trolle -min wahrend des 

perma me Versuch. 270’ 
1 {1,01 | 1.22 | 129] 160 | +0,21 | +031 | +028! 0,3, 
21 2,22; 2,36 | 3,46, 4,16 | +0,14 | +0,70 | +1,24 1% 
Seiji ~ at l= — -- +-0,55 0,5°/, 























Tn den zwei ersten Versuchen wurde gleichzeitig mit Glutamin 
auch Asparagin untersucht. Es wurde keine iiber die Fehlergrenzen 
der Methodik hinausgehende Ammoniakbildung aus Asparagin 
festgestellt. 

Die Geschwindigkeit der Spaltung von Glutamin im Brei und 
in intakten Hiern ist nicht direkt vergleichbar, da in den Hiern die 
Eindringungsgeschwindigkeit des Glutamins ein komplizierender 
Faktor ist. Der Mittelwert der Glutaminspaltung in unbefr. Hiern 
pro St .e und Kubikzentimeter Kier nach Spalte 5 in der Tab. 13 
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ist 0,56 Mikromol, im Brei von unbefr. Eiern (Mittelwert aus der 
oben gegebenen Tabelle berechnet) 0,69. 

Das in das Ei eingedrungene Glutamin hauft sich zum gréSten 
Teil unverandert an, wie aus der Tab. 13, Spalte 1 und 2 zu ersehen 
ist. Im Seeigelei stellen die Spaltung und die Synthese von Glut- 
amin die wichtigsten Reaktionen im Glutaminumsatz dar. Andere 
Reaktionen verlaufen nicht mit derselben Geschwindigkeit. Eine 
solche Reaktion, bei der Glutamin eine Rolle spielen kann, ist die 
Hypoxanthinbildung, die als Vorstufe der Harnsdurebildung in der 
Vogelleber auftritt. Im Seeigelei kann unter Umstaénden nach Zu- 
satz von Glutamin eine Hypoxanthinbildung festgestellt werden. 
In der einen der drei ausgefiihrten Versuchsserien wurde eine deut- 
liche Zunahme des Hypoxanthins bei Zusatz von Glutamin beob- 
achtet (Tab. 13, Spalte 6). 

Bei der Harnstoffbildung kann Glutamin ebenfalls eine Rolle 
spielen. (Vgl. Leuthard 1938a, b, 1940; Bach 1939.) Es 
kénnte die Bildung von Harnsaéure oder Harnstoff bei der Ent- 
wicklungserregung des Seeigeleies durch die Bildung von Glut- 
amin beférdert werden. 

Im Seeigel Paracentrotus lividus findet eine schwache Harn- 
sdurebildung statt. Nach Delauney (1931) betragt sie 3,2°/, des 
Nicht-Eiwei8-N der Kavitalhéhle und Delauney hat ebenfalls im 
letzten Stiick des Darmes Harnsiure nachgewiesen. 

Aus diesem Grunde schien es von Interesse, zu untersuchen, 
ob bei der Entwicklungserregung des Eies eine Zunahme der Harn- 
sduremenge festzustellen ist. Die Mittelwerte von 3 Versuchsserien 
betragen fiir die unbefr. Eier 1,88 und fiir die Eier 10 Minuten nach 
der Befruchtung 1,86 Mikromol Harnsiure pro Kubikzentimeter 
Kier (Methodik vgl. oben Kapitel 4). Die absoluten Werte sind 
allerdings zu hoch, da die Methode nicht zwischen Harnséure und 
interferierenden Substanzen zu unterscheiden gestattet. 

Harnstoff veraindert sich nicht bei der Befruchtung. Brachet 
(1936) hat die Harnstoffbildung im Seeigelei und Eierbrei gemessen 


und keine Veranderungen gefunden, die die Fehlergrenzen der 
Methode iiberschreiten. 


7. Einflu8 von Glutamin auf die Morphologie und die Entwicklung 
des Eies 

Die Entwicklung wurde am Ende jedes Versuches nach Be- 

handlung mit Glutamin untersucht. Die unbefr. Eier waren in 

der Kontrolle ebenso wie nach Glutaminzusatz vollkommen intakt. 
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Die befr. Kier zeigten 32—64 Zellenstadien in der Kontrolle. Nach 
Glutaminzusatz verlief die Teilung unregelmaBiger, es wurden 
4—8—16-Zellenstadien beobachtet. 

Die weitere Entwicklung wurde in besonderen Versuchen ver- 
folgt. Dabei wurde ebenfalls der Einflu8 von |-Asparagin unter- 
sucht, da dieses strukturchemisch dem Glutamin sehr nahe steht. 
Die Amidkonzentration war in diesen Versuchen etwa doppelt so 
eroB wie in der Tab. 13. 

Nachdem die Eier 5 Stunden mit Amid behandelt waren 
(unbefr. u. befr. Eier), wurden sie gewaschen und ins Seewasser 
iiberfiihrt. Die unbefr. Kier zeigten keine Veranderungen gegeniiber 
der Kontrolle ohne Amid. 

Glutamin und Asparagin tiben bei den befr. Eiern einen be- 
stimmten morphologischen Effekt aus. Die Differenzierung wird 
verhindert. Auffallig ist besonders, daB das Ektoderm sehr diinn- 
wandig ist und den gré8ten Teil der Larve einnimmt. 

Horstadius stellte mit Glutamin eine ausgesprochen fort- 
schreitende Animalisierung isolierter animaler Halften fest (1940), 

Die Erklirung fiir diese fortschreitende Animalisierung liegt 
wahrscheinlich darin, daB auch in diesen Stadien Glutamin akku- 
muliert und dann langsam zum Teil in Glutaminsaéure und Ammo- 
niak gespalten wird. Das Ammoniak beschleunigt die Atmung 
der unbefr. Eier, indem wahrscheinlich Kohlenhydrate verbrannt 
werden. Es liegt die Méglichkeit vor, daB Ammoniak in diesen 
spiten Stadien einen &hnlichen EinfluB haben kann und dadurch 
eine Animalisierung hervorrufen kann. Diese Erklarung wird da- 
durch gestiitzt, da Brenztraubenséure nach Hérstadius auch 
eine animalisierende Wirkung hat. Zusatz von Ammoniumsalzen zu 
befr. Eiern hat nie Animalisierung hervorgerufen, was mdglicher- 


weise davon abhingt, da& Ammoniak nicht in optimalen Konzen- 
trationen vorhanden war. 


Il. Die physiologischen Wirkungen von Ammoniumchlorid 


Kapitel 6 
Die Ammoniakakkumulation im Seeigelei 


1. Die Ammoniakakkumulation in verschiedenen Entwicklungsstadien 
des Seeigeleies. 


2. Welche Reaktion liegt der Ammoniakanhaufung im Seeigelei 
zugrunde ? 
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a) Versuche mit fixierten Eiern. 

b) Versuche mit Zusatz von Pyocyanin und Dimethyl-p-phenylen- 
diamin. 

c) Versuche mit Octylalkohol. 

d) Die Speicherung anderer Substanzen. 

3. Die Abhangigkcit der Ammoniakspeicherung vom pq. 


1. Die Ammoniakakkumulation in verschiedenen 
Entwicklungsstadien des Seeigeleies 


In diesem Kapitel wird eine weitere Reaktion beschrieben, 
bei der Ammoniak eine Rolle spielt, und die leicht von den oben 
beschriebenen Reaktionen zu trennen ist. Diese Reaktion tritt in 
Erscheinung, wenn Ammoniumsalze Eiersuspensionen zugesetzt 
werden, und kann als eine Anhiufung von Ammonium aus dem 
Kiswasser in den Hiern beschrieben werden. Diese Anhaufung wird 
im folgenden Akkumulation genannt. 


In den unten beschriebenen Versuchen variierte- die Konzen- 
tration des Ammoniumchlorids von 1,4—28 mg-°/). Aus diesen 
verdiinnten Lésungen akkumulieren die Kier in 2—3 Stunden oft 
mehr als 95°/, des zugesetzten Ammoniums und in einigen Fallen 
verhalt sich die Ammoniumkonzentration des Kiswassers zu der 
Konzentration in den Eiern am Ende des Versuches wie 1: 300 
bei befr. Eiern, wie 1:15 bei unbefr. 


Diese Ammoniakakkumulation ist vor und nach der Be- 
fruchtung, sowie anaerob und aerob verschieden und somit vom 
physiologischen Zustand des Eies (Orstrém 1937) abhangig. Bei 
den unbefr. steigt die Ammoniakakkumulation aerob nicht iiber 
etwa 5—7,5 Mikromol Ammoniak pro Kubikzentimeter Kier hinaus, 
auch wenn groBe Mengen Ammoniumchlorid zugesetzt werden. 
Die maximale Akkumulation der befr. Hier liegt aerob etwa bei 
85 Mikromol. In Stickstoff betragt die maximale Akkumulation 
sowohl der befr. wie der unbefr. Kier etwa 15 Mikromol Ammoniak 
pro Kubikzentimeter Hier. (Vgl. Fig. 8.) 


Das Kindringen des Ammoniaks in das Seeigelei geschieht 
sehr rasch. Mit Neutralrot rotgefairbte Eier farben sich innerhalb 
einer Minute gelb, wenn sie in durch Ammoniumhydroxyd alka- 
lisches Seewasser gebracht werden (O. Warburg 1910). Hut- 
chens u. a. (1939) zeigten, daB auch bei Zusatz von Ammonium- 
chlorid zu Hiern von Arbacia in die Kier injizierte Indicatoren 
(Neutralrot oder Phenolrot) augenblicklich in die alkalische Far- 
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bung umschlagen, was auf das Eindringen von Ammoniak zuriick- 
zufiihren ist. 


Da die Permeabilitét der befr. Eier viel gréBer ist als die der 
unbefr. (vgl. z.B. Collander 1937 oder Jacobs 1989 oder die 
oben angefiihrten Versuche mit Glutamin), so kénnte man ver- 
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Zugesetzte Menge von Ammoniumchlorid in Mikromol pro ccm Eier 


Yig. 8 
Ammoniakaufnahme vor und nach der Befruchtung unter aeroben und anaeroben V shane 


Die Kurve zeigt wieviel von dem zugesetzten Ammoniumchlorid von den Eiern akku- 
muliert wird. 


Ganz gezogene Linien: befruchtete Eier. 
Abgebrochene Linien: unbefruchtete Eier. 


Ammoniumchlorid wurde den befruchteten Eiern 30—60 Minuten nach der Befruchtung 
zugesetzt. 


Jeder Punkt stellt den Asymptotenwert ciner Kurve dar, die mit den betreffenden 
Ammoniumchloridmengen erhalten wurde. Die Asymptote ist bei unbefruchteten Eiern im 


allgemeinen nach 30 und bei befruchteten 180—200 Minuten nach dem Zusatz von Ammonium- 
chlorid erreicht. 


In 25 Fallen wurde bei den unbefruchteten Eiern in Luft die Ammoniakanhiufung 
nach Zusatz von 30 bis 40 Mikromol Ammoniumchlorid zu 1 ccm Eier gemessen. Der Mittel- 
wert betrug 5,1 + 0,1 Mikromol Ammoniak angehiuft in 1 ccm Eier. 


muten, daB das verschiedene Verhalten der befr. und unbefr. Kier 
in Luft auf Permeabilitaétsunterschiede zuriickzufiihren ist. Dies 
ist aber nicht der Fall, denn bei gleicher Konzentration von 
Ammoniumehlorid ist die Initialgeschwindigkeit der Ammoniak- 
aufnahme bei den befr. und unbefr. Eiern fast disselbe, wie aus der 
Fig. 9 zu ersehen ist. 


Erst nach Verlauf von 80 Minuten trennen sich die beiden 
Kurven, indem die befr. Eier weiter Ammoniak anhaiufen, waihrend 
dies bei den unbefr. Eiern nicht mehr der Fall ist. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 271 ri 
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Ammoniak wird angehauft unabhangig davon, welche Ammo- 
niumsalze dem Seewasser zugesetzt werden. Untersucht wurden 
Ammoniumehlorid, -sulfat, -rhodanid. Analysen von Ammonium- 
rhodanid ergaben, daB nur Ammoniak eindringt, wahrend Rho- 
danid im Eiwasser zuriickbleibt. In dem untersuchten Falle waren 
55,59/, des zugesetzten Ammoniaks eingedrungen, ohne daB eine 
Veriinderung des Rhodanidgehaltes festgestellt werden konnte. 
(Zu 1 ccm befr. Kier wurden 94 Mikromol Ammoniumrhodanid am 
Anfang des Versuches gegeben. Nach 180 Minuten waren hiervon 
51 Mikromol Ammoniak in den Eiern angehauft.) 
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Fig. 9 
Geschwindigkeit der NH;-Aufnahme bei befruchteten und unbefruchteten Eiern. Zugesetzte 
NH,-Cl-Konzentration 11,2 Mikromol fiir 1 cem Eier. Die Kurven zeigen die Geschwindigke it 
der Anhiufung in Prozent der zugesetzten Ammoniakmenge 


Steward (1931) fand, daB die Volumina der unbefr. Arbacia- 
Kier in isotonischen Lésungen von Ammoniumsalzen der niedrigen 
Fettsauren, jedoch nicht bei Ammoniumsalzen der Mineralsidiuren 
zunehmen. Sie schlie8t aus diesen Versuchen auf parallele Ver- 
anderungen der Permeabilitét. Sie gibt auch an, daB mit sinken- 
dem px (innerhalb des Gebietes 7,8—6,2) das Volumen ansteigt. 
Dies steht in Widerspruch zu den unten anzugebenden Analysen 
mit chemischen Methoden, welche ergaben, daB mit zunehmender 
Alkalitét der Lésung Ammoniak besser eindringt. Unter der 
Voraussetzung, daB die Volumenzunahme der Fier durch die Auf- 
nahme einer isotonischen Ammoniumsalzlésung verursacht ist, be- 
rechnet man nach Stewards Angaben eine Ammoniakansamm- 
lung von 400 Mikromol Ammoniak fiir 1 cem Eier. Diese Werte 
sind fiir unbefr. Arbaciaeier ermittelt. Unbefr. Paracentrotuseier 


haufen, nach der chemischen Methode gemessen, maximal 7,5 Mikro- 
mol NHg an. 
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Die Versuche sind jedoch nicht direkt vergleichbar, da Ste- 
ward mit isotonischen Ammoniumsalzlésungen arbeitete, deren 
groBe Ammoniumkonzentration wihrend des Versuches konstant 
blieb, wahrend in meinen Versuchen kleine Mengen von Ammo- 
niumsalzen dem Seewasser zugefiigt wurden, deren Konzentration 
im Ejiwasser wahrend des Versuches stark abnahm. Meine Ver- 
suche wurden unter solchen Bedingungen ausgefihrt, die die Salz- 
zusammensetzung des Eiwassers so wenig wie méglich ver- 
ainderten. 


Vergleicht man die Ammoniakanhaufung in befr. und unbefr. 
Eiern sowie. bei der Entwicklungserregung, so findet man eine 
dreiphasige Kurve. Vor und nach der Befruchtung verhalt sich 
die Ammoniakakkumulation wie eben beschrieben. Wahrend der 
Entwicklungserregung bis zu 30 Minuten nach dem Spermazusatz 


findet dagegen eine Abgabe des einmal aufgenommenen Ammoniaks 
statt. 


Ammoniakanhaufung vor, wahrend und nach der 
Ent wicklungserregung 


Zu unbefr. Eiern wurden zu je 15,6 cem Suspension (1 ccm Eier ent- 
haltend) 9,9, 17,5 bzw. 23,4 Mikromol Ammoniak gegeben und die Sus- 
pensionen 30 Minuten geschiittelt. Sodann wurde eine Probe aus jedem 
Apparat zur Analyse des Ammoniakgehaltes im Eiwasser entnommen und 
darauf sofort allen Ansitzen Sperma zugesetzt. Samtliche Ansitze zeigen 
bei der mikroskopischen Beobachtung 100°/, Befruchtung auf. Die starkste 
hier verwendete Ammoniumkonzentration stellt die obere Grenze fiir die Be- 
fruchtungsfahigkeit in Anwesenheit von Ammoniumchlorid dar, wenn man 


100°/, Befruchtung mit derselben Geschwindigkeit wie in der Kontrolle er- 
reichen will. 


In sémtlichen Apparaten befanden sich die Eier am Ende des 
Versuches nach 150 Minuten im 8-Zellenstadium. 


In der untenstehenden Fig. 10 sind die Ergebnisse als Ver- 
anderung im Verhaltnis zum Nullpunkt am Anfang des Versuches 
ausgedrickt. Bei den unbefr. Eiern hat die Ammoniakaufnahme 
im allgemeinen nach 30 Minuten die Asymptote erreicht, und dieser 
Wert auf der Figur stellt also die maximale Ammoniakaufnahme 
vor der Befruchtung dar. Bei der Entwicklungserregung findet man 
in sémtlichen Proben, daB die Ammoniakanhiufung aufgehoért 
hat, und schon aufgenommenes Ammoniak wieder in das Eiwasser 
ubergeht. Diese Abgabe des angesammelten Ammoniaks ist gréBer 
als die entsprechende Ammoniakbildung in der Kontrolle. In der 


( * 
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folgenden Tab. 15 sind die Ergebnisse zusammengestellt. Sie zeigen 
die Veriinderungen der Ammoniakmenge 30 Min. nach der Be-_ 
fruchtung im Verhaltnis za dem Wert unmittelbar vor der Be- 
fruchtung. Die eingeklammerten Werte geben an, wieviel Am- 
moniak vor der Befruchtung aufgespeichert worden ist. 
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Fig. 10 

Veriinderung der Ammoniakakkumulation wihrend der Entwicklungserregung 
Kontrolle ohne Zusatz von Ammoniumchlorid. 

a Zu 15,6 ccm Eiersuspension wurden 9,90 Mikromol Ammoniak zugesetzt 

6 9” 15,6 ” 99 99? 17,5 99 99 93 

ce 9° 15,6 7? 9° 9? 23,4 99 9 99 


Am Ende des Versuches waren in a 90°/,, in b 80°/, und in ¢ 85°/, der zugesetzten 
Ammoniakmenge akkumuliert. 


Tabelle 15 


Veranderung des Ammoniakvorrats bei der Entwicklungserregung 








Zugesetzte Menge NH, pro 1 ccm Eier in Mikromol 
































Nr. | 0 (= RK) 9,90 11,7 15,0 17,1 20,4 23,4 
$iseet —. + 4mt ~ | ~ - = 
(— 2,8) 
2 +. 1,9 + 3,5 — + 3,1 — + 3,1 — 
3 + 1,5 + 3,1 — + 1,5 — + 3,9 — 
4 +41,9 + 4,1 a — + 4,6 —- + 2,65 
(— 3,0) (— 5,07) | - (— 4,15) 


Mittelwert: K:+1,6+0,2 n=4 NH,Cl:+3,3+03 n=9. 
Veranderung: NH,Cl — K = + 1,7, t = 4,70, p =< 0,01. 


Ahnliche Ergebnisse hat Mazia (1987) erhalten, der feststellte, 
daB die Menge des freien Calciums bei der Entwicklungserregung 
um etwa 12°/) zunimmt. Er vermutet, da die sauren Gruppen 
des Protoplasmas abnehmen und folglich Ca frei wird. 
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Versuche mit hypertonisch angeregten Eiern 


Die Ammoniakanhaufung bei hypertonisch angeregten Eiern 
wurde ebenfalls in drei tibereinstimmenden Versuchen gemessen. 


Zu je 10 ccm Eiersuspension wurden 1,25 ccm bei Zimmertemperatur 
gesattigter NaCl-Lésung (33°/,) bzw. Seewasser und 0,4 ccm 0,0571 n-Ammo- 
niumchloridlésung bzw. Seewasser zugesetzt. Die Suspension wurde nach dem 
Zusatz 120 Minuten geschiittelt, und der Ammoniakgehalt nach der Durch- 
liftungsmethode nach Nash und Benedict und mittels Nesslerisierung be- 
stimmt. Die Ammoniakmenge der zur Analyse verwandten Probe (5 ccm) 
betrug am Anfang des Versuches 8,35 Mikromol Ammoniak. In der folgenden 
Tabelle wird das Ergebnis gezeigt. | 























Kontrolle NH,Cl NaCl NaCl-- NH,Cl 
Gefeniun a a 0,38 5,70 0,58 7,7 
Korr. fiir Kontrolle. — 5,32 — 7,12 
NH,Cl akkumuliert. a 3,03 —- 1,23 
In lecem Eier... — 11,9 — 4,85 


Die hypertonisch angeregten Eier nehmen weniger Ammoniak 
auf als die unbefr. und verhalten sich in dieser Hinsicht wie Eier 
in der Phase der Entwicklungserregung. 


Ammoniakanhiéufung in spaéteren Entwicklungsstadien 


Die nach der Befruchtung einsetzende starke Ammoniak- 
aufnahme findet auch in Larvenstadien statt. Die Ammoniak- 
speicherung wurde 5und 14 Stunden nach der Befruchtung untersucht, 
Da die Larven, um sich normal zu entwickeln, in sehr verdiinnten 
Suspensionen kultiviert werden miissen, so wurden sie nach den 
Vorschriften Lindahls (1936) geziichtet und fiir den Versuch so 
weit zusammenzentrifugiert, daB die Dichte der Suspension etwa 
gleich der gewohnlichen wurde, d.h. etwa 10°/, betrug. Es wurde 
dann der Stickstoffgehalt der Suspension nach Verbrennung 
ermittelt, und die Ergebnisse nach den Angaben Orstrém und 
Lindbergs (1940) auf 1 ccm Eier = 36 mg N umgerechnet. Der 


unten angefihrte Versuch ist mit Eiern aus derselben Suspension 
ausgefihrt. 


Das Ammoniak wurde, nachdem die Larven abzentrifugiert waren, in 
5 ccm Ejiwasser bestimmt. 


1. 5 Stunden nach der Befruchtung. Die Larven haben sich zu 
»,Blastulae mit Membran‘ entwickelt. 
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mgNindcem Zugesetztes Am- Ammoniak Verschwun- Akkumuliertes 


Suspension nach moniak am Anfang _ nach denes Ammoniak 
Verbrennung des Versuches 3Stunden Ammoniak pro 1 ccm Eier 
12,2 35,5 8,2 27,3 80,5 


2. 14 Stunden nach der Befruchtung. Die Larven haben sich zu Mesen- 
chymblastulae mit beginnender Einstiilpung des Darmes entwickelt. 


9,9 33,9 18,0 15,9 58 


Eine Stunde nach der Befruchtung nehmen die Kier, wenn sie 
in den hier oben angegebenen Mengen von Ammoniumchlorid ge- 
schiittelt werden, etwa 85 Mikromol Ammoniak pro Kubikzenti- 
meter Eier auf. Bis zu 5 Stunden nach der Befruchtung ist die 
Ammoniakansammlung dieselbe und 14Stunden nach der Be- 
fruchtung ist sie, nach diesem Versuch zu urteilen, etwas ge- 
ringer, doch immerhin noch sehr stark und viel héher als bei un- 
befruchteten Biern (5—7,5 Mikromol pro Kubikzentimeter Hier). 


2. Welche Reaktion liegt der Ammoniakanhaufung zugrunde? 
a) Versuche mit fixierten Hiern 


Aus der unten angefiihrten Tab. 16 ersieht man, daB groBe 
Mengen Ammoniak aus dem Ejiwasser in den Hiern gespeichert 
werden. Wenn aber die ganze Suspension (Kier + Kiwasser) 
fixiert wird, so findet man die angehiufte Ammoniakmenge wieder 
frei. Besondere Versuche haben gezeigt, daB die in den Hiern an- 
gehiufte Ammoniakmenge nach Fixierung wieder im Eiwasser zu 
finden ist. Die in der folgenden Tab. 16 zusammengestellten Ana- 
lysen sind mit Kiwasser und mit den ganzen fixierten Suspensionen 
jeweils desselben Materials ausgefiihrt. Fixiermittel 1/,, Volumen 
30°/, Trichloressigsiure. Korrektur fiir die entsprechenden Kon- 
trollen ohne Zusatz von Ammoniumchlorid. Parnasdestillation und 
Titrierung. 





























Tabelle 16 
Unbefr. Eier in Luft Unbefr. Eier in Stickstoff 
Zu jeder Analyse. 1,15 com Eier | Zu jeder Analyse 1,25ccm Eier 
Zeit Eiwasser | Ganze Suspens. Eiwasser Ganze Suspens. 
in 
in| oy | Yn a | Sse, | a S| See 
fonden) lecm Eier, funden| l ccm Eier pone 1 ccm Eier funden leem Eier 
Gimli! — [aii — tar, — |e ios 
180 | 37,0 | —6,3 45,1 | +09 | 342 | —7,95 | 485 | +3,5 














Chemische Vorgange bei der Entwicklungserregung des Seeigeleies 103 


Tabelle 16 (Fortsetzung) 



































Befr. Eier in Luft Befr. Kier in Stickstoff 
Zu jeder Analyse 0,63 ccm Eier | Zu jeder Analyse 1,41 ccm Fier 
Zeit HKiwasser Ganze Suspens. - Biwasser | Ganze Suspens. 
tin: P. Ge- | Verande- | : | Veriinde- 1p. | Verande- | ; | Veriinde- 
fandom UME AU Gand BU anden FUME BNE unde FONE aE 
olsas! — {ses| — lor) — |aar.) — — 
180 | 10.9 | —665 | 479 | —7,9 1140 | —5,7 | 216 | —03 





Versuche mit nicht sauren Fixiermitteln, in denen die Eier 
zermahlen wurden, z.B. mit Uranylacetat oder in Boratpuffer, 
ergaben das gleiche Ergebnis wie die hier angefiihrten. 


Die Versuche zeigen, wie leicht gespeichertes Ammoniak wieder 
freigemacht wird. Es ist bis jetzt keine biologisch vorkommende 
Substanz bekannt, die so leicht Ammoniak abgibt. Nach diesen 
Versuchen ist es am wahrscheinlichsten, entweder eine Adsorption 
oder eine Art von Salzbildung zu vermuten, durch die Ammoniak 
angehiuft werden kann. 


Es konnte immer beobachtet werden, daB in befr. Eiern ge- 
speichertes Ammoniak in den Eiern verblieb, wenn der fir die 
Destillation des Ammoniaks notwendige Boratpuffer, der nach den 
Vorschriften von Parnas in einigen Fallen zum Alkalisieren ge- 
nommen wurde, direkt zu den nicht fixierten Eiern gesetzt wurde. 
Diese Hier zeigten bei der mikroskopischen Beobachtung nach der 
- Destillation, da8 ihr Inneres infolge einer Art granularer Cytolyse 
zerfallen war, doch blieb das Ei innerhalb der Eirinde (nicht mit 
der Befruchtungsmembran zu verwechseln). Wurden die Hier da- 
gegen mit Boratpuffer zerrieben, so fand man das akkumulierte 
Ammoniak wieder frei. Das px des Boratpuffers ist 9,2. 


Folgender Versuch als Beispiel. Zu jeder Bestimmung 0,313 ccm 
Eier (5 ccm Hiersuspension). Parnasdestillation und Titrierung. 























Ganze nichtfixierte Suspension mit 
Zeit —_—— Suspension. Boratpuffer zermahlen 
in Destillation direkt | (1 ccm Borat + 5 ccm 
a a mit Boratpuffer Suspension) 
Gefunden | 1ccm Kier | Gefunden [lem Kier} Gefunden | lccm Eier 
crue! = ue | — u4a2{ — 
240 2,12 | — 29,9 0.84 | — 33,8 10,1 | —4,2 
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Dieser Versuch kann nur mit befr. Eiern ausgefihrt werden, 
da unbefr. Eier unter den Versuchsbedingungen cytolysieren. 


Der Versuch ist insofern lehrreich, als er zeigt, daB sogar bei 
weitgehender Zerstérung des Protoplasmas infolge von Cytolyse 
angesammeltes Ammoniak in alkalischem Milieu in den Eiern 
bleibt, aber schon beim Zerquetschen der Hier wieder frei wird. In 
saurem Milieu dagegen geniigt Fixierung mit Trichloressigsaure, 
um das gespeicherte Ammoniak wieder in das Eiwasser zurick- 
zubringen. Vergleiche das analoge Verhalten der unbefr. und 
befr. Eier gegeniiber kleinen pu-Verschiebungen (vgi. 8. 111). 


b) Versuche mit Zusatz von Pyocyanin und Dimethyl- 
p-phenylendiamin 


Die Alge Nitella nimmt in einer Lésung von Kresylblau eine 
gewisse Menge Farbstoff auf. In einer Mischung des Farbstoffes 
mit Ammoniumchlorid wird viel weniger Farbstoff aufgenommen 
(Urwin 1925). Da Nitella aber groBe Mengen Ammonium speichern 
kann, deutet Urwin die Ergebnisse so, daB sowohl Farbstoff wie 
Ammonium als schwache Basen eindringen und beide sich mit 
den schwachen Séuren oder dem sauren Eiweif des Protoplasmas 
verbinden und in diesem Falle miteinander konkurrieren. 


Beim Seeigelei ist es eine bekannte Tatsache, da8B die befr. 
Hier sich viel staérker farben lassen als die unbefr. (z. B. Runn- 
str6m 1911, Whitaker 1986). Dieses mag zum Teil von der ge- 
ringeren Permeabilitét der unbefr. Eier abhangen, kénnte aber 
auch von strukturellen Unterschieden oder einer Neubildung 
saurer Radikale in Zusammenhang mit den Verdanderungen bei 
der Befruchtung bedingt sein, wodurch basische Farbstoffe starker 
aufgenommen und gebunden werden. Nach Warburg (1914a) ist 
das Acetonpulver unbefr. Hier heller als das aus befr. Die letzteren 
geben ihren Farbstoff viel langsamer an Aceton und Ather ab. 
Loeb (1908) farbte Seeigeleier (Strongylocentrotus purpuratus) 
vor und nach der Befruchtung mit Neutralrot, wobei beide Gruppen 
gefarbt wurden. Werden die Eier dann wieder in gewéhnliches 
Seewasser gebracht, so entfarben sich die unbefr., wahrend die 
befr. rot bleiben. Das befr. Ei halt den eingedrungenen basischen 
Farbstoff zuriick. 


Im folgenden Versuch wird gezeigt, daB Ammonium und 
basische Farbstoffe, Pyocyanin oder Dimethy]-p-phenylendiamin, 
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im Seeigelei miteinander konkurrieren. Alle diese drei Substanzen 
erhéhen die Atmung des Hies (Orstrém 1932, Runnstrém 1980a, 
1985a; far die Erhéhung der Atmung des unbefr. Eies durch 
Ammoniumchlorid vgl. unten.) Aus diesem Grunde wurde auch 
die Atmung gemessen. 


Ammoniakspeicherung und Atmung in Anwesenheit von 
Ammoniumehlorid und Pyocyanin 


Die Konzentration von Pyocyanin in der Eiersuspension betrug 0,01°/,?) 
(etwa 4 Mikromol pro 1 ccm Eier). Ammoniak wurde durch Kochen des 
Eiwassers mit KOH und folgende Titrierung bestimmt. Zu jeder Ammoniak- 
bestimmung wurden 15 ccm Eiwasser der unbefr. (0,78 ccm Eier entsprechend) 
und 9 ccm der befr. (0,69 ccm Eier entsprechend) verwandt. Die beiden hier 
angefiihrten Versuche mit unbefr. bzw. befr. Eiern stammen von verschiedenem 
Hiermaterial. 


Hemmung der Ammoniakakkumulation in Anwesenheit von 





























Pyocyanin 

Unbefruchtete Eier Befruchtete Eier 4 
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Der Kontrollansatz ohne Zusatz von Ammoniumchlorid oder 
Pyocyanin und der Kontrollansatz mit Zusatz von nur Ammo- 
niumchlorid wurden je nach 180 Minuten in 2 Teile geteilt. Der 
eine Teil wurde mit Pyocyanin versetzt, waihrend der andere un- 
verindert weiter beobachtet wurde. Nach weiteren 180 Minuten 
wurde noch eine zweite Ammoniakanalyse ausgefiihrt. Dies ge- 
schah, um zu verfolgen, wie sich das einmal aufgenommene Ammo- 
niak bei nachtraglichem Zusatz von Pyoeyanin verhilt. 





1) Die Farbstoffe wurden in Form der nicht neutralisierten Base den 
Suspensionen zugefiigt. 











106 Ake Orstrém, 


Austreiben von schon gespeichertem Ammoniak 
durch Pyocyaninzusatz 
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Am Ende des Versuches wurde das Aussehen der Kier mikro- 
skopisch beobachtet. In den unbefr. Eiern lieBen sich nach 
180 und 360 Minuten Versuchsdauer simtliche Proben befruchten. 
Bei den Ansatzen mit Ammoniumchlorid war eine schwache Kern- 
vergréBerung eingetreten, die auch nach Zusatz von Pyocyanin 
und Ammoniumchlorid festzustellen war. 

Die befr. Kier waren nach 360 Minuten Versuchsdauer dick- 
wandige Blastulae, die sich weiter zu Plutei entwickelten. Zu- 
satz von Pyocyanin wirkte verlangsamend. Die Entwicklung ging 
nach Entfernen des Pyocyanins durch Waschen am Ende des Ver- 
suches nur bis zu gefiillten Blastulae. Ammoniumchlorid nahm 
eine Zwischenstellung ein, indem die Entwicklung etwas schlechter 


als in der Kontrolle war und bis zu gefiillten Blastulae und ein- 
zelnen Plutei fiihrte. 


Dimethyl-p-phenylendiamin wirkte Aahnlich, wenn auch 
schwacher wie Pyocyanin, und trieb vorher gespeichertes Am- 
moniak ebenfalls aus. 

Die Atmung der befr. Kier verindert sich nicht bei Zusatz 
von Ammoniumsalzen. Die durch Pyocyanin gesteigerte Atmung 
wird durch Zusatz von Ammoniumchlorid nicht veriandert. 

Die Atmung der unbefr. Eier wird durch Zusatz von Ammo- 
niumchlorid oder Pyocyanin erhéht. Pyocyanin + Ammonium- 
chlorid jedoch bewirken, wie der vorliegende Versuch zeigt, eine 
geringere Atmungserhéhung als der Summe der von Pyocyanin 
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und Ammoniumchlorid allein hervorgerufenen Erhéhungen ent- 
sprechen wirde. Der Wert der Atmung betragt in diesem Falle 
80°/, dieser Summe. [Pyocyanin] -+- [Ammoniumchlorid] = 29,8 
+ 12,45 = 42,25. [Pyocyanin + Ammoniumchlorid] = 33,9. Die 
Ammoniakanhiufung ist durch Zusatz von Pyocyanin von 5,4 bis 
8,5 Mikromol gesunken und betrigt demzufolge nur 65°/, in An- 
wesenheit von Pyocyanin. Hier kénnte eine Parallelitét zwischen 
der Anderung der Ammoniakspeicherung und der Atmung bei 
Zusatz von Pyocyanin vorliegen. 

Einfache stéchiometrische Verhaltnisse liegen jedoch diesem 
Wiederaustreiben von gespeichertem Ammoniak nicht zugrunde. 
Zu 1cem KEiern oder einer entsprechenden Menge Suspension 
- wurden 8—4 Mikromol Pyocyanin zugesetzt, wovon ein Teil im 
Kiwasser verblieb, welches gefarbt war. Diese Menge Pyocyanin 
verdraingte bei den unbefr. Eiern 8,3 Mikromol und bei den befr. 
Kiern 12,4 Mikromol gespeicherten Ammoniaks in das Eiwasser. 
Moglicherweise spielen hier durch Pyocyanin bewirkte Struktur- 
veranderungen eine gewisse Rolle. (Abnahme der elektronega- 
tiven Gruppen im Protoplasma des Kies?) 


c) Versuche mit Octylalkohol 


Zusatz von stark oberflaichenaktivem sekundiren Octylalkohol 
zu befr. und unbefr. Eiern beeinfluBte die Ammoniakanhaufung 
nicht. Entweder cytolysierten die Kier, wobei ihr Inneres hell und 
eine dem Grad der Cytolyse entsprechende Menge Ammoniak frei 
wurde, oder aber die Cytolyse blieb aus und dann dnderte sich 
der Gehalt an gespeichertem Ammoniak gegeniiber der Kon- 
trolle nicht. 8 Serien dieser Art wurden ausgefiihrt. 


Der EinfluB von Octylalkohol 
auf die Ammoniakakkumulation unbefr. Kier 


Zu den betreffenden Proben (20 ccm Suspension) wurden aus einer 
Capillare 0,035 ccm Octylalkohol und ferner 0,4 ccm Ammoniumchlorid 
0,056 n. gegeben. Destillation nach Parnas im Vakuum und sodann Titration. 
Zu jeder Destillation 15 cem Eiwasser (0,78 ccm Eier). 








‘ Octylalkohol | Octylalkohol 
Kontrolle NH,Cl + Kontrolle | -- NH,Cl 

















Gefunden 0 Min.. . — 15,8 — 15,8 
Gefunden 100 Min. . 0,5 11,5 0,7 11,4 
NH, verschwunden. _- — 4,3 os — 4,4 
Procem Eier. . . o — 5,5 —- — 5,6 
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Nach Waschen und Spermazusatz entwickelten sich die Hier 
aus sémtlichen Proben 100°/,ig zu normalen Plutei. Die Konzen- 
tration des Octylalkohols in diesem Versuch betrug etwa n/650. 
Die kritische narkotische Konzentration von Caprylalkohol, durch 
welche die Teilung des Arbaciaeies reversibel gehemmt wird, be- 
tragt 0,001 n (Harvey 19382). 

Die befr. Eier verhalten sich ebenso gegen Octylalkohol. Bei 
seiner Gegenwart wird die Teilung etwas verlangsamt. Nach 
Waschen entwickeln sich die Eier jedoch genau so wie die cer 
Kontrolle. 


d) Die Speicherung anderer Substanzen 


Die unbefr. Hier enthalten 0,45 mg Ca pro 1 ccm Eier, 1 cem 
Hiwasser enthalt 0,42 mg Ca (eigene Messungen des Seewassers 
von Roscoff). Verhaltnis Ca in 1ecem Eier zu 1cem Elwasser 
wie 1,07:1. Die Ca-Aufnahme nimmt erst in Larvenstadien 
18 Stunden nach der Befruchtung zu. Diese Verhaltnisse sind also 
von den bei Ammoniak giiltigen verschieden. 

Die Permeabilitat fiir Ca ist im unbefr. und eben befr. Ei sehr 
klein. Es ist folglich méglich, daf das Eindringen so langsam ver- 
lauft, da8 eine eventuelle Ca-Zunahme nicht innerhalb der Versuchs- 
zeiten (3—4 Stunden) zum Vorschein gekommen ist. Nach den An- 
gaben Mazias kann Ca gebunden werden. Hier von Arbacia wurden 
gefroren und je héher die Ca-Konzentration des Mediums war, in 
dem die Kier wahrend des Frierens suspendiert waren, desto mehr 
Ca wurde von den Ejiern gebunden. 

In einem Falle wurde ferner Trimethylamin zu befr. Eiern 
zugesetzt. (Trimethylamin wurde durch Kochen des Eiwassers 
mit KOH destilliert und titriert. Ausbeute 90°/, des theoretischen 
Wertes.) Nach 180 Minuten waren nur 18°/, (4,7 Mikromol) Trime- 
thylamin aufgenommen. (Die Lésung war auf das pu des See- 
wassers gebracht worden.) Verhaltnis Konzentration von Trime- 
thylamin in 1 ccm Eliwasser/Trimethylamin in 1 cem Eiern wie 
1: 3,3. Es liegen also ganz andere Verhiltnisse als bei den Ver- 
suchen mit Ammonium vor, doch kénnte auch in diesem Falle 
die Eindringungsgeschwindigkeit der begrenzende Faktor sein. 


1) Da die Seeigeleier reichlich Lipoide enthalten (bei Arbacia sind 12°/, 
der festen Bestandteile in Ather léslich. Harvey 1932), und da die Ver- 
teilung von Octylalkohol zwischen Lipoiden und Wasser sehr zugunsten der 


ersten Phase verschoben ist, so diirfte die Konzentration des Octylalkohols 
in den Hiern héher sein. 
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Aus den Versuchen mit Glutamin war zu ersehen, daB es in 
den Eiern gespeichert werden kann. (Vgl. Tab. 13.) Der maxi- 
male Gehalt betrug bei den unbefr. Hiern 60 und bei den befr. 
127 Mikromol Glutamin pro Kubikzentimeter Kier. Der Gehalt an 
Glutamin in i cem Eiwasser verhielt sich zu dem in 1 cem Hier in 
diesem Falle wie 1: 9,5 fiir die unbefr. und 1: 60 fiir die befr. Eier. 
Die Werte 1:5 und 1:16 stellen die Mittelwerte dar. 


AuBerdem wurden mit Glutaminsiure Messungen der Per- 
meabilitat und des Speicherungsvermégens ausgefiihrt. Infolge 
von sekundéren Veranderungen, durch die die Verhialtnisse ver- 
schleiert werden, la8t sich jedoch nichts bestimmtes aussagen. In 
einer von 4 Serien konnte bei den befr. Eiern eine groBe Speiche- 
rung beobachtet werden. Die Glutaminsiure in 1 ccm Eiwasser 
zu der in 1 cem Hier verhielt sich in diesem einen Fall etwa wie 1 : 25. 
Bis auf weiteres sei angenommen, da$ Glutamin und Ammoniak 
an dieselben Gruppen im Ei gebunden werden, und deshalb seien 
diese Gruppen als NH,-bindende Gruppen bezeichnet. 


Kolloidale Veranderungen in Zusammenhang mit der Ent- 
wicklungserregung und Entwicklung sind von Heilbrunn (Visco- 
sitiitsverinderungen) und Runnstr6m (Dunkelfeldbeobachtungen) 
untersucht worden (vgl. Kapitel 8). Chemische Veranderungen 
der Proteine bei der Entwicklungserregung sind nachgewiesen. 
Orstrém 1941 (vgl. auch Seite 129) fand, daB® bei der Ent- 
wicklungserregung ein Teil der basischen Aminosauren, der vorher 
den Proteinen angehérte, in Lésung geht. Mirsky (1936) findet, 
da8 die mit KCl extrahierbaren Proteine bei der Entwicklungs- 
erregung um 12°/, abnehmen. 


Es ist nicht klar, welche Bedeutung die Zunahme der NH,- 
bindenden Gruppen nach der Befruchtung hat. Eine naheliegende 
Erklarung ist die folgende: In vielen Co-Enzymen, wie z. B. in 
der Cozymase, die auch im Seeigelei nachgewiesen ist (Runnstr6m 
1933b), sind NH,-Gruppen enthalten. Diese NH,-Gruppen kénnten 
nun durch die NH,-bindenden Gruppen gebunden werden und das 
Co-Enzym dadurch mit dem Substrat reagieren. Ahnliche Reak- 
tionsketten sind ja fiir viele Enzyme und Co-Enzyme bekannt 
(vel. z. B. Warburg 1938, Dixon und Zerfas, Biochemic. J. 
1940). Eine andere Méglichkeit besteht darin, daB die NH,- 
bindenden Gruppen die Aufgabe haben, eine Verbindung zwischen 


dem sogenannten freien Glutamin und den Proteinen zustande 
zu bringen. (Vel. Seite 156.) 
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Nach diesen Auffassungen kénnen die Verdnderungen der 
NH,-bindenden Gruppen bei der Entwicklungserregung und der 
Entwicklung fir das Zusammenkoppeln von Enzymen und Sub- 
straten oder fiir den Aufbau von Proteinen wichtig und demzufolge 
von sehr groBer Bedeutung sein fiir die nach der Befruchtung ein- 
tretende Beschleunigung der Synthesen. Runnstrém (1928¢, 
S. 498) schreibt: ,,Die bei der Entwicklungserregung eintretende 
Sattigung’ des Atmungsfermentes haben wir auf eine Veranderung 
der inneren Oberflichen zurickgefiihrt, die die Adsorptionsver- 
haltnisse verbessert oder hindernde Scheidewinde wegriumt. Es 
ist folglich nach dieser Auffassung eine Strukturveriinderung, die 
der Verainderung der Oxydationsgeschwindigkeit zugrunde liegt.” 


3. Die Abhangigkeit der Ammoniakspeicherung vom p,, 


In der Salzwasseralge Valonia werden groBe Mengen Ammoniak 
gespeichert. Die Konzentration des Ammoniaks kann in der Zelle 
40mal gréBer sein als im Seewasser. Osterhout (1935) stellte 
fest, daB Ammoniak nicht als NH,, sondern als NH, oder NH,OH 
in die Zelle eingeht und sich dann mit emer sauren Komponente 
der Zelle verbindet. Cooper und Osterhout (1930) haben ge- 
zeigt, daB die Geschwindigkeit des Eindringens der Menge der un- 
dissoziierten Base proportional ist. Die Kurve der erhaltenen Werte 
folgt jedoch nicht der theoretischen Kurve. Sie liegen am Anfang 
der Kurve zu hoch und am Ende zu niedrig. Bei Valonia sind es 
nach diesen Angaben zwei Faktoren, die das Eindringen des 
Ammoniaks beeinflussen: Erstens die Menge der undissoziierten 
Base, da Ammoniak nur als solche in die Zelle eindringen kann, 
und zweitens eine Komponente der Zelle, mit der sich das einmal 
eingedrungene Ammoniak verbindet, so daB die Konzentration des 
freien Ammoniaks in der Zelle sehr niedrig bleibt, solange diese 
Komponente noch vorhanden ist und sich mit Ammoniak ver- 
binden kann. 


Im AnschluB an diese Feststellungen wurde nun untersucht, 
wie sich die Ammoniakaufnahme im Ei von Paracentrotus lividus 
bei Variation des pa verhalt. Wenn die oben fir Valonia giiltige 
Tatsache auch im Ei von Paracentrotus giiltig ist, so muB bei zu- 
nehmender Alkalitét die Ammoniakaufnahme beschleunigt und 
bei abnehmender verlangsamt werden. 


Es wurde also das px des Seewassers einerseits auf 6—6,5 und 
andererseits auf 8,5—9 gebracht. Normalerweise betrigt das pu 
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des Seewassers etwa 8. Die pu-Verschiebungen wurden mit Indi- 
catorpapier kontrolliert. Bei px 6 liegt Ammoniak als dissoziiertes 
Salz, bei px 9 als undissoziierte Base vor (vgl. Osterhout). Ver- 
suche wurden mit unbefr. und befr. Eiern ausgefihrt. 


Ammoniakaufnahme bei verschiedenem pu 


Unbefr. Eier (3 Serien sind ausgefiihrt mit demselben Er- 
gebnis wie die hier angefihrte). 

Zur Analyse wurde eine Eiersuspension zentrifugiert, hiervon 17 ccm 
Eiwasser (1,41 ccm Eier entsprechend) entnommen und die Ammoniakmenge 
durch Kochen mit KOH und Titrierung bestimmt. Zur Bestimmung der Aus- 
gangsmenge Ammoniak wurde eine gleiche Menge Ammoniak, wie sie der Sus- 
pension zugesetzt worden war, zu dem letzten Waschwasser der Suspension 
gegeben. Dieses Verfahren war erforderlich infolge der groBen Eindringungs- 
geschwindigkeit des Ammoniaks in die Eier bei erhéhtem py. (Vel. nach- 
stehende Tabellen auf S. 112.) 

Es ist klar ersichtlich, daf& die Menge des aufgenommenen 
Ammoniaks vom px abhingt. Auf der sauren Seite liegt die er- 
mittelte Aufnahme innerhalb des MeBfehlers, auf der alkalischen 
Seite dagegen ist die Halfte des zugesetzten Ammoniaks ver- 
schwunden. Kontrollversuche mit Eiwasser von px 9 zeigen, daB 
unter den Versuchsbedingungen (Schittelung der Eier und Zentri- 
fugieren der Suspension) keine Verluste durch Verdunstung des 
Ammoniaks eintreten. Der theoretische Wert war in einem Fall 
40,1 Mikromol Ammoniak und nach einer Stunde Schittelung von 
RKiwasser bei pu 9 und 5 Minuten Zentrifugieren wurden 40,3 Mikro- 
mol Ammoniak wiedergefunden. 


Nach dieser Behandlung wurde mikroskopisch das Aussehen 
der Eier untersucht. Bei px 6 waren die Eier zum Teil cytolysiert, 
Bei px 9 hatten die Eier groBe Kerne und wiesen in einzelnen 
Fallen eine Membranbildung auf. Die Eier ohne Spermazusatz 
entwickelten sich nicht, nach Spermazusatz gaben sie Plutei. Samt- 
liche intakten Kier hieBen sich nach Waschen befruchten und ent- 
wickelten sich zu Plutei. 


Befruchtete Eier. 


Die Gallerthillen wurden nach der Methode von Lindahl 
(1936) mit Sperma entfernt. Die Eier waren bei Zusatz von Ammo- 


niumchlorid im Stadium kurzer Spindeln etwa 45 Minuten nach 
der Befruchtung. 
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Die Ammoniakaufnahme befr. Kier 
bei Veraénderung des pa wahrend des Versuches 


Zu jeder Bestimmung 16ccm Eiwasser, einem Gehalt von 
0,93 com Hier entsprechend. Die px-Verschiebungen wurden mit 
denselben Saéure- oder Basemengen wie in dem Versuch mit den 
unbefr. Hiern -vorgenommen. Nach 60 Minuten wurde das px 
umgekehrt, so daB px 6 zu 9 und px 9 zu 6 wurde; die saure 
Probe wurde also alkalisch, die alkalische sauer gemacht. (Vel. 
Tabellen 8. 112.) 


Ks ist ersichtlich, daB die Aufnahme von Ammonium bei den 
unbefr. und den befr. Eiern mit steigendem px zunimmt. Dieses 
ist in den Kontrollen und in den Proben mit Ammoniumchlorid 
deutlich zu sehen. Bei der Aufnahme des Ammoniums handelt 
es sich um eine zum Teil reversible Reaktion, die durch pu-Ver- 
schiebungen leicht beeinfluBbar ist. Wird das pu von 9 auf 6 ver- 
schoben, so wird der gr6éBte Teil (22,1 Mikromol) des aufgenom- 
menen Ammoniaks (37,7 Mikromol Ammoniak pro Kubikzenti- 
meter Eier) wieder an das Kiwasser abgegeben. 


6 Versuchsserien wie der hier angefithrte Versuch wurden 
ausgefiihrt. Sie ergaben alle ahnliche Ergebnisse. 


Ks ist nachgewiesen (vgl. die Zusammenfassung von Green- 
berg 1939), daB Calcium sich mit den Proteinen des Blutserums 
reversibel verbindet. Auch fiir das Calcium des Seeigeleies kGnnen 
ihnliche Reaktionen als wahrscheinlich angenommen werden 
(Orstrém unpubl.). Werden die hier oben beschriebenen Ver- 
suche tiber die Ammoniakakkumulation im Seeigele1 nach den 
Formeln Greenbergs bearbeitet (Greenberg und Larson 
1937), so erhalt man gerade Linien. Dies zeigt, daB, wenn die 
Eiermenge beriicksichtigt wird, zwischen der zugesetzten und 
aufgenommenen Menge Ammoniak Proportionalitét herrscht. 
Vermutlich liegt der Ammoniakakkumulation die folgende re- 
versible Reaktion zugrunde: 


Ammoniak + Protein ++» Ammoniumproteinat. 


Es ist anzunehmen, da8B bei der Bindung von Ammonium 
an die Proteine des Eies die elektronegativen Gruppen der 
Proteine eine Rolle spielen. 

Die graphische Bearbeitung der Kurven, die a. a. O. ver- 
6ffentlicht wird, hat gezeigt, daB bei den unbefruchteten EKiern 
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die Menge der ammoniakbindenden Gruppen klein ist, die Affinitat 
dagegen zwischen Protein und Ammoniak ziemlich groB. Bei der 
Entwicklungserregung nehmen die ammoniakbindenden Gruppen 
zu, aber die Affinitaét zwischen Ammoniak und Protein nimmt 
ab. Dies ist so zu erklaren, da8B die elektronegativen Gruppen 
der Proteine sich vermehren, da8 aber gleichzeitig durch die 
Saurebildung, die bei der Entwicklungserregung einsetzt (Runn- 
strém 1988b), die Dissoziation von Ammoniak aus den Proteinen 
ansteigt. Bei der weiteren Entwicklung nehmen sowohl die 
ammoniakbindenden Gruppen wie die Affinitat zwischen Ammoniak 
und Protein stark zu. 


Kapitel 7 


Der Einflu8 von Ammoniumsalzen auf Stoffwechsel 
und Morphologie des Seeigeleies 


1. Wirkungen von Ammoniumsalzen auf den Stoffwechsel der Zelle. 


2. Einflu8 von Ammoniumchlorid auf die Atmung des Seeigeleies vor 
und nach der Befruchtung. 


3. Der respiratorische Quotient in Anwesenheit von Ammoniumchlorid. 


4. Der EinfluB von CO und KCN auf die durch Ammoniumchlorid ver- 
anderte Atmung. 


5. Unbefruchtete Eier in Anwesenheit von Aminosadauren und Ammonium- 
chlorid. 


a) Beschleunigte Ammoniakakkumulation im unbefruchteten Ei durch 
Zusatz von gewissen Aminosauren. 


b) Permeabilitét fiir die Aminosiuren im unbefruchteten Ei. 


c) Beschleunigte Ammoniakakkumulation in Stickstoff in Gegenwart von 
Ammoniumchlorid und gewissen Aminosauren. 


d) Morphologische Veranderungen in Gegenwart von Aminosauren und 
Ammoniumchlorid. 


e) Atmung in Gegenwart von Aminosauren und Ammoniumchlorid. 
6. Die Wirkung von Ammoniak bei der Entwicklungserregung. 


7. Befruchtete Eier in Anwesenheit von Aminosduren und Ammonium- 
chlorid. 


a) Einflu8B von Aminoséuren und Ammoniumchlorid auf Ammoniak- 
akkumulation, Morphologie und Atmung. 


b) Permeabilitét fiir die Aminosauren. 


1. Wirkungen von Ammoniumsalzen auf den Stoffwechsel der Zelle 


Sowohl bei der Muskelkontraktion wie bei der Entwicklungs- 
erregung des Seeigeleies entstehen in Zusammenhang mit Aktivi- 
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tits- und Stoffwechselverinderungen kleine Mengen Ammoniak. 
Es ist méglich, daB dieses Ammoniak nur in einer unwesentlichen 
Nebenreaktion gebildet wird, doch kénnte es auch eine wesentliche 
Rolle im Stoffwechsel spielen und gewisse Reaktionen _be- 
schleunigen. 


Um die Frage zu klaren, warum Ammoniak bei der Ent- 
wicklungserregung des Seeigeleies gebildet wird, wurde Ammonium- 
chlorid vor und nach der Befruchtung Seeigeleiern zugesetzt und 
die physiologischen und morphologischen Wirkungen beobachtet. 
An Hand dieser Versuche kann man sich dann ein Bild davon 


machen, welche Wirkungen das bei der Entwicklungserregung ge- 
bildete Ammoniak hat. 


Weil-Malherbe (1938) findet in Anwesenheit von Ammoniumchlorid 
eine Erhéhung der Atmung, Hemmung der anaeroben Glykolyse und Erhéhung 
der aeroben Glykolyse in allen von ihm untersuchten Organen, aber besonders 
ausgepragt in Gehirn und Milz beim Meerschweinchen. Die Wirkung im Gehirn 
kann mit sehr kleinen Mengen erzielt werden (von m/30 bis 0,3 x 10-3 m). 


Der Einflu8 von Ammoniumchlorid ist nach Edson (1935) 
bemerkenswert verschieden in verschiedenen Geweben von jungen 
Ratten. 0,01 molare Ammoniumchloridlésung beeinfluBt die At- 
mung von Gehirn oder Milz nicht, hemmt aber dagegen die Atmung 
der Leber zu 20°/, oder mehr (Substrat Glucose). 


In der Niere wird die Atmung nach Zusatz von Ammonium- 
chlorid bis zu 50°/, erhéht, wenn Lactat oder Glucose als Substrat 
anwesend sind. Die zugesetzte Ammoniakmenge wird mit Glucose 
als Substrat praktisch vollstandig am Ende des Versuches wieder- 
gefunden. Dies zeigt, daB in diesem besonderen Falle Ammoniak 


die Sauerstoffaufnahme beschleunigt, ohne selbst dabei verbraucht 
zu werden. 


Die Unterschiede in den Angaben von Weil-Malherbe und 
Edson hangen wahrscheinlich davon ab, daB die beiden Forscher 
nicht unter véllig gleichen Versuchsbedingungen gearbeitet haben, 
indem Edson Phosphatpuffer und Weil-Malherbe Bicarbonat- 
puffer verwandten. Der letztere entspricht den physiologischen 
Verhaltnissen am ehesten. Auch kann ein Unterschied in den 
Organen der jungen Ratten und denen des Meerschweinchens 
bestehen. 

Nach Zusatz von Ammoniumchlorid (von m/800 bis m/1000) 
zu Vogelerythrocyten findet eine Atmungssteigerung statt (War- 
burg 1911). Die Atmung von Nierenschnitten wird durch Zusatz 
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von Ammoniumchlorid erhéht, wenn Ketosauren als Substrat dienen 
(Krebs 1932). Bei diesen Versuchen verschwindet Ammoniak 
jedoch tiber andere Reaktionen (Krebs 19338), indem Aminoséuren 
gebildet werden. 


Noch eine Wirkung von Ammoniak sei hervorgehoben. Ammo- 
niak kann die Garung beschleunigen. Runnstrém u.a. (1940) 
zeigen, daB bei Zusatz von Ammoniumchlorid zu Backerhefe die 
Speicherung der Glucose als Glykogen gehemmt wird und dem- 
zufolge die Girung steigt, indem mehr vergirbares Substrat in 
der Zelle vorhanden ist. 


2. Einflu8 von Ammoniumchlorid auf die Atmung des Seeigeleies 
vor und nach der Befruchtung 


Warburg (1910) fand eine kleine Atmungserhéhung von etwa 
10°/, bei Zusatz von ammoniakalischem Seewasser (NH,OH 
0,004 n.) zu befr. Eiern von Strongylocentrotus lividus. 


Hutchens u. a. (1939) fanden fir befr. Arbaciaeier 
25 Minuten nach der Befruchtung eine Hemmung der Atmung 
von z. B. 36°/, durch 0,004 mol. Lésungen von Ammonium- 
chlorid. Die angewandte Konzentration liegt im Gebiet der 
von mir gepriften Konzentrationen, doch konnte in Roscoff 
bei Eiern von Paracentrotus lividus keine Hemmung nachge- 
wiesen werden. 


Tyler und Horowitz (1938a) aktivieren Kier des Annelids 
Urechis caupo durch Behandlung mit 0,01 n-NH, wahrend 2 bis 
17 Minuten und erhalten eine Initialgeschwindigkeit der Atmung, 
die gleich gro8 wie die der eben normal befr. Kier ist. 


In der untenstehenden Fig. 11 ist der Einflu®B von zwei Ammo- 
niumchloridkonzentrationen auf die Atmung der Eier von Para- 
centrotus lividus vor und nach der Befruchtung zu sehen. Der 
Zusatz von Ammoniumchlorid zu den befr. Eiern geschah 30 bis 
60 Minuten nach der Befruchtung. 


Die Ammoniumchloridkonzentration der Eiersuspension ist 
0,1 bzw. 0,001 n. Die Konzentration der unbefr. Hier an pra- 
formiertem Ammoniak ist ebenfalls etwa 0,001 molar und ent- 
spricht also der Konzentration des schwaicheren Ammoniumchlorid- 
zusatzes. Da die Kier Ammoniak speichern, wird seine Konzentra- 
tion im Ki zunehmen. Bei den schwicheren der hier verwendeten 
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Lésungen (0,001 n) werden von unbefr. EKiern 8—4 Mikromol pro 
Kubikzentimeter Eier, bei den starkeren (0,1 n) 5—7 Mikromol 
NH, gespeichert. 
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Fig. 11 
Sauerstoffaufnahme von Seeigeleiern in Anwesenheit von NH,Cl 
Jeder Punkt der Kurve stellt den Mittelwert von 15 Bestimmungen dar. Die Angaben beziehen 
sich auf 2ccm 10°/,ige Eiersuspension (0,128 ccm Eier enthaltend) 


Die Ammoniakzunahme bei der Entwicklungserregung hat 
einen Mittelwert von 0,54 Mikromol pro Kubikzentimeter Lier. 
Die Zunahme der Ammoniakmenge durch Speicherung ist also in 


den unbefr. Kiern 6—12mal gré8er als die Zunahme bei der Ent- 
wicklungserregung. 


Aus der Kurve ersieht man, daB bei 0,001 n-Ammonium- 
chlorid die Atmung der unbefr. Kier fast bis zur halben Hohe 
derjenigen der befr. steigt (42°/)). Bei emer Konzentration von 


0,1 n-Ammoniumchlorid erreicht sie beinahe den Wert der Atmung 
der befr. Hier (77/5). 


Der Einflu8 von Ammoniumchlorid auf die Atmung der befr. 
Kier ist gering, und die beobachteten Verénderungen bewegen sich 
innerhalb einiger °/) im Verhaltnis zur Kontrolle. 
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Simtliche Kurven biegen in Anwesenheit von Ammonium- 
chlorid mehr nach oben ab als die entsprechenden Kontrollen. 
Die atmungsbeschleunigende Wirkung von Ammoniumchlorid ist 
nach 30 Minuten klein, nimmt dann aber zu. Dies hangt damit 
zusammen, daS Ammoniak zuerst gespeichert werden mu8, bevor 
es die Atmung beschleunigen kann (vgl. Fig. 13). J 


8. Der respiratorische Quotient (R.Q.) in Anwesenheit von 
Ammoniumchlorid 


Da Ammoniak eine atmungsbeschleunigende Wirkung auf die 
Atmung der unbefr. Eier ausiibt, so ist es wichtig, festzustellen, 
welche Substrate dabei verbrannt werden. Wenn gezeigt werden 
kénnte, daB unter dem EinfluB von Ammonium die Oxydation 
von z.B. Kohlenhydraten oder Fetten beschleunigt wird, und 
dann eine entsprechende Verainderung des betreffenden Substrates 
bei der Entwicklungserregung nachgewiesen werden kénnte, so 
wiirde uns dies bei der Beurteilung der Rolle des bei der 
Entwicklungserregung gebildeten Ammoniaks weiterbringen. Um 
diese Frage anzugreifen, wurden daher R.Q.-Bestimmungen aus- 
gefiihrt. 


Der R.Q. wurde nach der manometrischen Methode nach 
Warburg (1915) mit 3 Apparaten gemessen. In dem einen wird 
die Atmung und in den beiden anderen die entsprechende 
Kohlensiéurebildung bei 0 und 180 Minuten gemessen (vel. 
Runnstré6m 1933b). Die Ergebnisse sind in der folgenden 
Tabelle zusammengestellt. 





Unbefr. Eier Befr. Eier 
Kontrolle 1,03 + 0,03 0,89 + 0,015 *) 
(18 Bestimmungen) 
0,001 n-Am- 1,05 + 0,05 0,89 + 0,06 
moniumchlorid (12 Bestimmungen) (10 Bestimmungen) 
0,1 n-Am- 0,92 0,79 
moniumchlorid (3 Bestimmungen) (3 Bestimmungen) 


*) Runnstrém 1932, Paracentrotus in Roscoff 2—3 Stunden nach Befr. 
Vgl. auch Warburg 1915, Ohman 1940 u. a. 


Van Herk (1988) findet fiir unbefr. Hier von Sphaerechinus 


granularis 0,92 und fir die befr. 0,91. Ashbel (1930) ermittelt fiir 
Arbaciaeier: unbefr: 1,06, befr. 0,95. 
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Es ist aus der Tabelle ersichtlich, da8B zwischen den R.Q. der 
unbefr. und befr. Kier in der Kontrolle ein statistisch gesicherter 
Unterschied vorliegt. Der t-Wert, nach Fischer ermittelt, liegt 
bei 4,0 und p ist kleiner als 0,01. Die Bestimmungen von Orstrém 
und Runnstrém sind beide in Roscoff mit derselben Methodik 
ausgefiihrt, und der R.Q. sinkt also nach der Befruchtung von 1,03 
zu 0,89. Was die Bestimmungen des R.Q. mit Zusatz von Ammo- 
niumehlorid betrifft, ist zu ersehen, daB die R.Q.-Werte in An- 
wesenheit von 0,001 n-Ammoniumchlorid gleich groB wie die der 
Kontrolle sind. Eine Konzentration von 0,1 n-Ammoniumchlorid 
senkt dagegen den R.Q. 

Gegen diese Art, den R.Q. zu bestimmen, kénnen gewisse Kin- 
wande erhoben werden. In dem einen Apparat wird die Atmung 
in Anwesenheit von KOH gemessen, wobei die Kohlensaure ent- 
fernt wird. Im zweiten Apparat wird die Gesamtmenge der an- 
fanglich vorhandenen Kohlenséiure durch Kippen einer starken 
Saéure zu Beginn des Versuches bestimmt, und im dritten Apparat 
kippt man die Saure am Ende des Versuches und erhalt auf diese 
Weise den Wert der Veranderung der Kohlensaéure. Im dritten 
Apparat hauft sich also Kohlenséiure wahrend des Versuches 
an und die Bedingungen im kohlensiurefreien ersten und dem 
kohlenséurehaltigen dritten Apparat sind nicht identisch. Sie 
werden jedoch trotzdem miteinander verglichen. Dies muB8 als 
eine Fehlerquelle betrachtet werden, da die Seeigeleier gegen 
Kohlensaure empfindlich sind. Systematische Untersuchungen tiber 
den Einflu8 von CO, ohne gleichzeitige px-Verainderungen fehlen, 
doch kénnen nach eigenen Erfahrungen schon sehr kleine Kohlen- 
siuremengen (0,25°/,) einen verlangsamenden EinfluB auf die Ent- 
wicklung des Eies ausiiben. Vgl. Brock u. a. (1938), die fiir Para- 
centrotus und Sphaerechinus dieselben Erfahrungen machten. 
Entgegengesetzte Erfahrungen wurden von Laser und Roth- 
schild (1939) fiir Psammechinus miliaris gemacht. 

Aus diesem Grunde ist die von Ohman (1940) ver- 
dffentlichte Methode besser, deren Prinzip darin besteht, nur 
zwei Apparate zu verwenden, die beide mit KOH beschickt 
werden, um demzufolge eine Anhaufung von Kohlensiure zu 
vermeiden. 

Mit dieser Methode erhalt man bedeutend niedrigere Werte 
fiir die befr. Eier als die friiher angegebenen, namlich 0,73. 

Das Bedenken beziiglich der Wirkung der Kohlensaure- 
anhaufung bei den befr. Eiern ist wahrscheinlich bei.den unbefr. 
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’ 4. Der Einflu8 von CO und KCN auf die durch Ammoniumchlorid 
verinderte Atmung 


Die Atmung im befr. Seeigelei ist 6mal gréBer als im unbefr. 
Ki. Die Empfindlichkeit gegen atmungshemmende Substanzen, 
wie CO oder KCN, ist vor und nach der Befruchtung durchaus ver- 
schieden. Runnstrém (1980) stellte fest, daB Kohlenoxyd die 
Atmung der befr. Kier hemmt, die der unbefr. dagegen beschleunigt. 
Orstrém untersuchte diese Erscheinung naher (1985b). Durch 
die Untersuchungen von Lindahl] (1939a) wurde klargelegt, daB 
unter dem Einflu8 von CO sowohl eine Atmungserhéhung wie eine 
Hemmung stattfinden kann. Die unbefr. Hier werden durch CO 
nicht gehemmt. Bei ihnen wirkt sich vielmehr nur die Erhéhung 
aus. Bei den befr. Eiern dagegen findet unter dem LEin- 
fluB von CO sowohl eine Atmungshemmung wie eine Atmungs- 
erhohung statt. 

Im Gegensatz hierzu hemmt KCN die Atmung sowohl bei befr. 
wie bei unbefr. Eiern, jedoch im unbefr. Ei viel weniger als im 
befr. Ei (z. B. Runnstrém 1930, Korr 1937). Der mit KCN 
hemmbare Anteil der Atmung ist nach der Befruchtung viel gréBer 
als vorher (Lindah1 1939a und 1940). Da Ammoniak die Atmung 
der unbefr. Hier beschleunigt und bei der gewéhnlichen Befruchtung 
ebenfalls Ammoniak gebildet wird, so schien es von Interesse, zu 
untersuchen, ob die Atmung der unbefr. Hier in Ammoniumsalz- 
lésungen von CO und KCN nach dem Typus der befr. oder dem 
der unbefr. Eier beeinfluBt wird. Aus diesem Grunde wurden die 
unbefr. und die befr. Hier mit Ammoniumchlorid behandelt und 
der Einflu8 von CO und KCN auf die Atmung untersucht. 

In der folgenden Tab.17 ist das Ergebnis der CO-Versuche 
zusammengefaBt. Die Angaben beziehen sich auf 2 cem Suspension 
in Kubikmillimeter. 

Am Ende jedes Versuches wurden das Aussehen und die 
Entwicklungsfahigkeit der Eier untersucht. Folgendes Bei- 
spiel sei angefiihrt. Die Kier gehéren dem letzten Versuch der 
Tab. 17 an. 

Das Ergebnis war in allen Serien ahnlich, namlich daB die 
unbefr. Kier sich als viel empfindlicher fiir Ammoniumchlorid als 
die befr. erwiesen. Die morphologischen Verainderungen in unbefr. 
Kiern bei Ammoniumchloridzusatz bestanden in einer Kern- 
_vergréBerung. Herbst (1926, 8.1104) behandelte unbefr. Hier 
von Sphaerechinus mit n/500-NH,OH 1 Stunde und bekam 
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Unbefruchtete Eier 


Kontrolle . . . | N, | Am Ende des Versuches intakte Eier. Bilden nach 
Waschen bei Spermazusatz Membrane und ent- 
wickeln sich zu Plutei. 

CO | Wie die Eier in Kontrolle N,. 

0,001 n-NH,Cl. | N, | Etwa 50°/, mit dem Kern in der Mitte des Eies. Die 
Eier bilden nach Waschen bei Spermazusatz Mem- 
brane aus; die mit groBem Kern entwickeln sich 
nicht, sondern cytolysieren. 

CO | Wie die Eier in 0,001 n-NH,Cl.N,. 

0,1n-NH,Cl . . | N, | Samtliche Eier mit groBem Kern. Etwa 5°/, Cytolyse. 
Lassen sich nicht befruchten und cytolysieren 
ohne Entwicklung. 


CO | Wie die Kier in 0,1n-NH,CI.N,. 
Befruchtete Eier 


32-Zellenstadium am Ende des Versuches. Entwick- 
lung zu Plutei. 


CO | 4—8-Zellenstadium. Entwicklung zu Plutei und ein- 
zelnen Gastrulae. 


0,001n-NH,Cl . | N, | 16-Zellenstadium am Ende des Versuchs. Entwick- 
lung zu Plutei. Sparliche Cytolyse. 


CO | 4—8-Zellenstadium. Entwicklung zu Plutei. Wenige 
gefillte Blastulae. 


0,1In-NH,Cl . . | N, | 2—4—8-Zellenstadium in 70—80°/, der Kier. Rest 
ohne Furchung mit Polyasterbildung. Entwickeln 
sich zu Gastrulae und gefiillten Blastulae. Etwa 
20°/, der Eier cytolysieren. 


CO | Eier nicht geteilt. Samtliche im Stadium des Ruhe- 
kerns mit nicht aufgelésten Kernmembranen. Plasma 
sehr dunkel. Bei der weiteren Entwicklung cytoly- 
sieren 60—70°/, der Kier. Der Rest besteht aus 
schlechten kleinen Plutei oder gefiillten Blastulae. 


Kontrolle . . . N, 








24 Stunden nach der Behandlung Riesenkerne, die mehr als doppelt 
so groB wie die der Kontrolle waren. 


- Die Kerne waren durgh Monasterbildung zustande gekommen. 
Landauer (1922/23) hat diese Verhiltnisse cytologisch studiert. 


Hiraiwa und Kawamura (1936) verwandten u. a. mit Er- 
folg ammoniakalisches Seewasser, um Eier von Urechis unicinctus 
zur Teilung anzuregen. Tyler und Bauer (1987) beschreiben 
Aktivierung der Eier von Urechis Caupo mit ammoniakalischem 

 Seewasser (0,02—0,002 molar NH;). 


Es ist aus der Tab. 17 ersichtlich, daB bei den befr. Eiern 
die Hemmung mit CO innerhalb der Versuche mit demselben Ei- 
material von der Hohe der Atmung abhingig ist, unabhingig da- 
von, ob Ammoniumehlorid anwesend ist oder nicht. 
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In der untenstehenden Tabelle ist die Atmungserhéhung un- 
befr. Kier durch Ammoniumchlorid und gleichzeitig der EinfluB 
von CO dargestellt. 


Atmungserhéhung Einflu8 von CO in °/, der Atmung 
durch der betr. Kontrolle 
Ammoniumchlorid NH,Cl Kontrolle 
0/05 H,Cl oO" / 0: io / 0%: 
1 : 2,02 109 ') 127 
1: 2,23 125 ') 142 
1: 2,33 104 ') 102 
1: 2,41 1221) 127 
1:3,7! 100 ') 133 
1: 3,35 120') 133 
1:4,61 74') 142 
1 : 5,02 52?) 102 
1: 1,64 78°) 
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Bei diesen Versuchen besteht ein gewisser Parallelismus 
zwischen der Héhe der Atmung in Ammoniumchlorid und der 
Hemmbarkeit in CO. Bei einer kleinen Atmungserhéhung, die 
etwa das 83fache der Atmung der Kontrolle betrigt, behalten 
die Eier die Eigenschaften der unbefr. Eier, und die Atmung 
ist durch CO nicht hemmbar. Bei einem groBen Atmungsanstieg 
verandern sich die Verhaltnisse: die Atmung ist nun durch CO 
hemmbar (vgl. z. B. Lindah!1939a und Runnstrém 1930). 


Die Hemmung mit KCN wurde in gleicher Weise wie diejenige 
mit CO bei Zusatz von Ammoniumchlorid untersucht. Die An- 
gaben der Tabelle 18 beziehen sich auf 2 ccm 10°/,iger Suspension 
in Kubikmillimeter. 

Aus dieser Zusammenstellung ist zu sehen, daB die unbefr. 
Kier nach Zusatz von Ammoniumchlorid mehr als die Kontrolleier 
ohne Ammoniumchlorid durch KCN gehemmt werden, aber nicht 
so viel wie die befr. Hier. Sie nehmen in dieser Hinsicht eine 
Zwischenstellung zwischen befr. und unbefr. Hiern ein. 

Die Morphologie der Eier wurde, wie oben bei den CO-Ver- 
suchen beschrieben, in jeder Versuchsserie untersucht. 





1) Mit 90°/, CO gegast. 

2) Mit 95°/, CO gegast. 

8) Kin Versuch mit ungewéhnlich hoher Atmung in der Kontrolle. Ver- 
halt sich wie ein Intermediairstadium zwischen befr. und unbefr. Eiern. Die Kier 
entwickelten sich nach Spermazusatz zu Plutei. 
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Tabelle 18 


Einwirkung von KCN auf die durch Ammoniumchlorid- 
zusatz beeinfluBte Atmung 


















































Unbefruchtete Eier 
Kontrolle (0,001 n-NH, zug.| 0,1n-NH;, zug. 
Kontr. | KCN | Kontr. | KCN | Kontr.| KCN 
KCN konz. n/10000, | 
186 fain. 0,108 een Tce 166 | 138 | 343 | 146 | 117.7 | 380 
Atmungsrest in °/,. . — 82,5 — | 42,5 = | = 
KCN konz. n/5000, | | 
a) Kier: 0,116 ccm, 17,2 | 11,9 61 | 23,7 | 105 | 42 
165 Min. | | 
Atmungsrest in °/,. . -- 69 — 39 — 40 
a } 20,1 7,2 | 441 | 98 | 68 | 140 
Atmungsrest in °/). . --- 36 —- 22 — 20,5 
? aa 96 | 15 | 423 | 78 | 57,4 | 15,3 
Atmungsrest in °/). . — 15,5 a 18,5 — 27 
‘ad de a 73 | 4 39,4 | 4,2 | 581 | 139%) 
Atmungsrest in °/,. . oo 55 — | 10,5 — 24 
Befruchtete Eier 
KCN konz. n/10000, 
15g ie, C1 am Ee }117,6 27,9 | 129.2 | 22,7 | 1086 | 34,1 
Atmungsrest in °/). . — 24 — 17,5 — 31 
KCN konz. n/5000, 
a) Eier: 0,116 ccm, loo 25,5 166 25,5 131,5 5,2 
165 Min. 
Atmungsrest in °/,. . — 16 — 15,5 — 4 
a 96,8 | 11,4 | 80 7,1 | 97,2 | 14,0 
Atmungsrest in °/). . — 12 — 9 — 14,5 
o 68,9 | 15,9 | 781 | 7,0 | 1049 | 128 
Atmungsrest in °/). . — 23 — 9 — 12 *) 
2 768| 7,0 | 906] 43 | 893 | 45,2+) 
Atmungsrest in °/). . — 9 ~~ — 51 
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Unbefruchtete Hier 
Kontrolle. . . | K Am Ende des Versuches intakte Eier, die bei Sperma- 
zusatz Membrane bilden und sich zu Plutei ent- 
wickeln. 
KCN n/5000 | Etwas besser als K. 
0,001n-NH,Cl . | K Plasma dunkler als Kontrolle K. Bilden bei Sperma- 


zusatz Membranen. Entwicklung zu Gastrulae 
und gefiillten Blastulae in 10—15°/,. Im Rest 
Cytolyse. 

KCN n/5000 | Plasma dunkel. Membranbildung und Entwicklung 
zu 80—90°/, nach Spermazusatz. 


0,In-NH,Cl . . | K Samtliche Eier mit Ansto8 zur Entwicklung (Kern 
gro8 und zentral gelegen). Plasma dunkel und 
kérnig aussehend. Keine Membranbildung nach 
Spermazusatz und Cytolyse nach 3 Tagen. 

KCN n/5000 | Kein AnstoB zur Entwicklung. Plasma sehr grob- 
kérnig. Keine Membranbildung nach Sperma- 
zusatz und Cytolyse nach 3 Tagen. 


Befruchtete Eier 

Kontrolie. . . | K 32-Zellenstadium. Ziemlich unregelmaBige Ent- 
wicklung. Entwickeln sich zu Plutei. 

KCN n/5000 | Runde, ungeteilte Zellen. Entwicklung zu gefiillten 
Blastulae in 50°/5. Rest Cytolyse. 


0,001n-NH,Cl . | K 8—16-Zellenstadium. Entwickeln sich zu Plutei in 


90°/,. Rest kleine, gefiillte Blastulae. 
KCN n/5000 | Wie Kontrolle KCN. 


0,In-NH,Cl . . | K 2__4 8.Zellenstadium. Plasma dunkel. Nach 
3 Tagen vereinzelte Plutei. 95°/, Cytolyse. 

KCN n/5000 | Runde, ungeteilte Zellen. Cytolysieren, ohne sich zu 
entwickeln. 








5. Unbefruchtete Eier in Anwesenheit von Aminosauren 
und Ammoniumchlorid 


a) Beschleunigte Ammoniakanhaufung in unbefr. Hiern 
durch Zusatz von bestimmten Aminosduren 


Da fir das befruchtete Ei eine starke Ammoniakspeicherung 
typisch ist, so wurde versucht, durch Zusatz bestimmter Stoffe 
zu den unbefr. Kiern eine beschleunigte Ammoniakaufnahme und 
damit eine Art Parthenogenese zu erzielen. 


Da die befr. und unbefr. Eier sich in verschiedener Hinsicht 


voneinander unterscheiden, so wird ihr Verhalten hier getrennt 
beschrieben. 


In der untenstehenden Tabelle sind die Ergebnisse fiir die 
unbefr. Eier zusammengestellt. Die gepriiften Substanzen hatten, 
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soweit es sich um neutrale Substanzen handelte, in der Stamm- 
lésung in destilliertem Wasser eine Konzentration von In. Der 
Suspension wurde von dieser Liésung 7/;, Volumen zugesetzt, 
so daB ihre Konzentration in der Suspension etwa 0,1 n betrug. 
Saure oder basische Stoffe wurden auf das px des Seewassers ge- 
bracht (Indicatorpapier). Von den Stammlésungen (0,3—0,4 n) 
wurde 1/,, Volumen der Suspension zugesetzt, so daf ihre Konzen- 
tration in der Eiersuspension 0,03—0,04 n betrug. 


Von den schwerléslichen wurde eine homogene Suspension ge- 
macht. 


Die gefundenen Werte wurden stets um den Wert der Ammo- 
niakspeicherung ohne Zusatz der betreffenden Substanz korrigiert, 
so daB die angegebenen Werte der Tabelle 19 nur die Veranderungen 
ausdriicken, die bei Zusatz der betreffenden Substanz eintreten. 


Tabelle 19 


Anderung in der Ammoniakspeicherung unbefruchteter Eier durch 
Zusatz verschiedener Stoffe zur EKiersuspension 














. Ammoniakakkumulation iiber die 
Zugefiigte Substanz der Kontrolle hinaus 
1-Glutaminséure . . . .|-+10+ 1,4 [n= 8] KernvergréBerung 
d-Glutaminséure. . . .|+ 4+1,0 nm=7] ‘ 
]-Histidin. ...... +16,2 [n = 2] ss 
d-Histidin. ...... +9 [n = 2] , 
d-Ornithin. ...... + 2,41+0,5[n = 6] , 
d,l-Asparaginséure'. . .|+ 2,1 [n = 2] "9 
Glykokoll .......-. — 2,10 Keine morphologische Veranderung 
Gi-AMOMm . 1. 5 ts — 2,0 ie - ‘ii 
GJ)-Vaum. «2. 6s oe — 0,5 “ * " 
ES a ae — 1,53 - , 
d-Lysin ee) eo oe te Gr “a 36 + 0,6 ’ ” ” 
es Ke ee oles — 0,5 ~ ‘a 7" 
ee 2k eK + 4. * * — 0,4 ‘ is ; 
Milchséfure. ,. ..... — 1,2 ‘le ‘a id 
Brenztraubenséure . . .|+0,6 [n= 3] ,, ss ‘ 
Ketoglutarsaure . . . .|—0, i es “ 
Malonséure ...... — 0,4 ™ os 2 
Maleinséiure ...... — 4,3 ms ‘a oe 
- Nicotinsiure. ..... — 0,6 P - - 
Propylaldehyd.... .|—4,7 : . a 
Ameisenséure...... +06 (n=3] , - - 
Propionséure. ..... — 1,35{n = 3] _,, ua a 
Buttersiure ...... +23 (n=3] ,, ; ‘i 
Valeriansiure ..... — 0,15{n = 3] _,, = mt 
Isovaleriansiure . . . .|—1, a a 
Capronsfure. ..... + 2,5 {n = 3] | 
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Die zugesetzte Ammoniakmenge war in allen diesen Ver- 
‘suchen ungefaihr dieselbe und schwankte zwischen 30 bis 
40 Mikromol Ammoniumchlorid fiir 1 cem Hier. Die Ammoniak- 
speicherung der unbefr. Kontrolleier betrug 5,1 + 0,6 (n = 25), 


Maximum 15,6 und Minimum 1,9 Mikromol pro Kubikzenti- 
meter Hier. 


Ammoniak wurde durch Kochen des Eiwassers mit KOH und 
Titrierung bestimmt. 


Mit Arginin konnte die Ammoniakaufnahme nicht gemessen 
werden, da es unter den Versuchsbedingungen gespalten wird. 
Morphologische Versuche mit I- und d-Arginin zeigten eine Kern- 
vergréBerung, die mit l-Arginin deutlicher sichtbar war als mit 
d-Arginin. 

Unter den 26 gepriiften Substanzen bewirkten die sauren und 
einige basische Aminosaduren eine Beschleunigung der Ammoniak- 
akkumulation. Diese Feststellung ist interessant, da die basischen 
Aminosauren im Trichloressigsiureextrakt 10 Minuten nach der 
Befruchtung zugenommen haben, verglichen mit der unbefr. 
Kontrolle. 10 Minuten nach der Befruchtung findet man eine Zu- 
nahme von 16 + 3,3 Mikromol (n = 8) «-Aminogruppen (nach der 
Van-Slykemethode bestimmt). Die Zunahme des Gesamtstick- 
stoffes im Extrakt betragt 49 + 7,5 (n =8) Mikromol pro Kubik- 
zentimeter Kier im Verhaltnis zu den unbefr. Eiern (Orstrém 1941). 
Diese Veranderung hangt mit dem Léslichwerden basischer Amino- 
sduren, die mit Phosphowolframsiaure fallbar sind, zusammen. Das 
Verhialtnis der «-Aminogruppen zum Gesamt-N ist 16: 49 oder 
1:38,06. Unter den basischen Aminosduren weist nur Histidin 
dasselbe Verhaltnis (1:3) auf. Die Berechnung ist jedoch unsicher, 
wie aus der GréBe des Wertes ¢« zu sehen ist. 1-Histidin hat den 
starksten Effekt unter den hier untersuchten Substanzen. Zwei 
Analysen der Histidinfraktion nach der Methode von Ackerman 
und Kutscher (Fallung der basischen Aminoséuren mit Phospho- 
wolframsaure und nachher Fraktionierung in 3 Fraktionen durch 
Fallung der Silbersalze bei verschiedenem px) zeigten einen Mittel- 


wert der Zunahme von 46 Mikromol Stickstoff pro Kubikzenti- 
meter Hier. 


Die GréBe der Ammoniakspeicherung in Anwesenheit von 
Aminosauren haingt sowohl von der Ammoniakkonzentration wie 
von derjenigen der Aminosiure ab. Der folgende Versuch zeigt 
die Verdanderungen der Ammoniakspeicherung bei ver- 
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soweit es sich um neutrale Substanzen handelte, in der Stamm- 
lésung in destilliertem Wasser eine Konzentration von In. Der 
Suspension wurde von dieser Lisung 4/;) Volumen zugesetzt, 
so daB ihre Konzentration in der Suspension etwa 0,1 n betrug. 
Saure oder basische Stoffe wurden auf das px des Seewassers ge- - 
bracht (Indicatorpapier). Von den Stammlésungen (0,3—0,4 n) 
wurde 1/,, Volumen der Suspension zugesetzt, so daB ihre Konzen- 
tration in der Hiersuspension 0,03—0,04 n betrug. 


Von den schwerlislichen wurde eine homogene Suspension ge- 
macht. 


Die gefundenen Werte wurden stets um den Wert der Ammo- 
niakspeicherung ohne Zusatz der betreffenden Substanz korrigiert, 
so daB die angegebenen Werte der Tabelle 19 nur die Verinderungen 
ausdriicken, die bei Zusatz der betreffenden Substanz eintreten. 


Tabelle 19 


Anderung in der Ammoniakspeicherung unbefruchteter Eier durch 
Zusatz verschiedener Stoffe zur Eiersuspension 














. Ammoniakakkumulation iiber die 
Zugefiigte Substanz der Kontrolle hinaus 
]-Glutaminséure . . . .|+10+ 1,4 [n = 8] KernvergréBerung 
d-Glutaminséure. . . .|+ 4+1,0 (n=7] - 
]-Histidin ....... +16,2 [n = 2] - 
d-Histidin. ...... + 9 [nm == $) 
d-Ornithin. ...... + 2,4+0,5[n = 6] 
d,l-Asparaginsiure'. . .|+ 2,1 (nm = 9] 
Glykokoll . .....- — 2,10 Keine morphologische Veranderung 
GRAMMM.. ss ie — 2,0 ‘i os os 
Gee 6 6 ee ee — 0,5 P ” o 
GEMM. 2c wt — 1,53 i ‘i , 
Gee 4-5 6 ee eS es + 0,6 “ j m 
po — 0,5 99 ” » 
rr — 0,4 , ”» , 
Milchséfure. ...... — 1,2 - - - 
Brenztraubensaure . . .]|+0,6 [n= 3] _,, ee ms 
Ketoglutarsiure . . . .| — 0,6 99 + ; 
Malonséure ......|—0,4 99 - 9 
Maleinséure ...... — 4,3 ‘ ss a 
- Nicotinsiure. ..... — 0,6 , es - 
Propylaldehyd.... .|—4,7 , - ia 
Ameisensfiure..... . + 0,6 {n = 3] 99 iw 
Propionsaure. . ....|—1,35m=83] ,, a - 
Buttersiure ...... + 2,3 [n=3] ,, , a 
Valeriansiure ..... — 0,15{n = 3] sa, n we 
Isovaleriansiure . . . .| —1,0 a ice 
Capronsiure. ..... +2,5 (n=3] ,, by a 
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Die zugesetzte Ammoniakmenge war in allen diesen Ver- 
suchen ungefahr dieselbe und schwankte zwischen 380 bis 
40 Mikromol Ammoniumcehlorid fiir 1 ccm Hier. Die Ammoniak- 
speicherung der unbefr. Kontrolleier betrug 5,1 + 0,6 (n = 25), 


Maximum 15,6 und Minimum 1,9 Mikromol pro Kubikzenti- 
meter Hier. 


Ammoniak wurde durch Kochen des Eiwassers mit KOH und 
Titrierung bestimmt. 


Mit Arginin konnte die Ammoniakaufnahme nicht gemessen 
werden, da es unter den Versuchsbedingungen gespalten wird. 
Morphologische Versuche mit I- und d-Arginin zeigten eine Kern- 
vergréBerung, die mit I-Arginin deutlick’> sichtbar war als mit 
d-Arginin. 

Unter den 26 gepriiften Substanzen bewirkten die sauren und 
einige basische Aminoséuren eine Beschleunigung der Ammoniak- 
akkumulation. Diese Feststellung ist interessant, da die basischen 
Aminoséuren im Trichloressigsiureextrakt 10 Minuten nach der 
Befruchtung zugenommen haben, verglichen mit der unbefr. 
Kontrolle. 10 Minuten nach der Befruchtung findet man eine Zu- 
nahme von 16 + 3,3 Mikromol (n = 8) «-Aminogruppen (nach der 
Van-Slykemethode bestimmt). Die Zunahme des Gesamtstick- 
stoffes im Extrakt betragt 49 + 7,5 (n =8) Mikromol pro Kubik- 
zentimeter Kier im Verhialtnis zu den unbefr. Eiern (Orstrém 1941). 
Diese Veranderung hingt mit dem Léslichwerden basischer Amino- 
siuren, die mit Phosphowolframsiaure fallbar sind, zusammen. Das 
Verhaltnis der «-Aminogruppen zum Gesamt-N ist 16: 49 oder 
1: 38,06. Unter den basischen Aminosduren weist nur Histidin 
dasselbe Verhaltnis (1:3) auf. Die Berechnung ist jedoch unsicher, 
wie aus der GréBe des Wertes « zu sehen ist. 1-Histidin hat den 
stirksten Effekt unter den hier untersuchten Substanzen. Zwei 
Analysen der Histidinfraktion nach der Methode von Ackerman 
und Kutscher (Fallung der basischen Aminosiuren mit Phospho- 
wolframsaéure und nachher Fraktionierung in 3 Fraktionen durch 
Fallung der Silbersalze bei verschiedenem px) zeigten einen Mittel- 


wert der Zunahme von 46 Mikromol Stickstoff pro Kubikzenti- 
meter Hier. 


Die Gré8e der Ammoniakspeicherung in Anwesenheit von 
Aminosauren hingt sowohl von der Ammoniakkonzentration wie 
von derjenigen der Aminosaure ab. Der folgende Versuch zeigt 
die Verdnderungen der Ammoniakspeicherung bei ver- 
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schiedenen Konzentrationen von Glutaminsaure. Die 
Kier wurden zuerst in den betreffenden Glutaminsiurelésungen 
60 Minuten geschiittelt, bevor Ammoniumchlorid zugesetzt wurde. 
Sodann wurden die Ansitze weitere 2 Stunden mit NH,Cl ge- 
schiittelt. Am Ende des Versuches wurde das Aussehen der Hier 
mikroskopisch beobachtet. 


Je gréBer die Konzentration der Glutaminséure, desto 
mehr Ammoniak wird gespeichert. Dasselbe gilt, wie man 
aus der Fig. 12 ersehen kann, fiir Ammoniak, indem bei 
gréBeren Ammoniumkonzentrationen mehr Ammoniak — ge- 
speichert wird. 


Dieser durch Aminosauren beschleunigten Ammoniakspeiche- 
rung liegen dieselben Reaktionen zugrunde wie bei den unbefr. 
EKiern ohne Zusatz von Aminoséuren. Werden Kier mit Trichlor- 
essigsaure fixiert, nachdem sie eine Zeitlang der Einwirkung von 
Glutaminséure oder Histidin bei Zusatz von Ammoniumchlorid 


ausgesetzt sind, so wird das gesamte akkumulierte Ammoniak 
dadurch frei. 


Nach Svedberg (1940) kénnen Aminosdéuren, Ammonium- 
chlorid oder eine Mischung von beiden eine spaltende Wirkung 
auf die Proteine ausiiben. Welche Aminosauren in dieser Art wirk- 
sam sind, hangt von der Art des Proteins ab. 


Auf Grund der oben ausgesprochenen Auffassung, daB 
Ammoniak durch NH,-bindende Gruppen des Protoplasmas 
gebunden wird, diirfte die Wirkung der Aminosaure, allein 
oder zusammen mit Ammoniumchlorid, darin bestehen, das 
Protoplasma der unbefr. Eier derart zu verandern, da8 neue 
NH,-bindende Gruppen auftreten. Eine weitere Stiitze fir 
diese Auffassung ist die Feststellung, daB die Konzentration 
der Aminoséure im Eiwasser nicht abnimmt, wenn Ammoniak 


gespeichert wird. Dies deutet an, da’ Ammoniak nicht mit den 
Aminosauren reagiert. 


Von den sieben mit den gleichen Ergebnissen ausgefiihrten 
Versuchsserien seien die folgenden beschrieben. Analyse der 
Aminosauren nach Entfernung des Ammoniaks durch Kochen mit 
KOH. Versuchsdauer 1 Stunde mit Aminosaure allein und weitere 
3 Stunden mit Aminoséure und Ammoniumchlorid?). 





1) Vgl. auch Tabelle S. 144. 
Q* 
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kuna Gehalt an Aminosiure | Ammoniak- 
eeepc am Ende des Versuches | speicherung 
1. d-Glutaminséiure ....... —- a =.) 
» +Ammoniumchlorid . 317 11,2 
d-Asparaginsiure ....... 340 — 
». +Ammoniumchlorid . 342 8 
2. GRAMGIUIG ww tlt tt ts 203,5 ~ 
» + Ammoniumchlorid . 196,5 23,5 
Si a a 195,5 — 
» +Ammoniumchlorid . 181,5 32,5 
3. 1-Glutaminsiure ....... 287 _ 
» +Ammoniumchlorid . 285 27,6 
d-Glutaminsaure ....... 389 _ 
» +Ammoniumchlorid . 389 30,4 








b) Permeabilitaét fiir die Aminos&uren im unbefr. Ei 


Die Untersuchung der Permeabilitat fiir die Aminoséuren des 
unbefr. Eies wird dadurch erschwert, daB die Konzentration der 
«-Aminogruppen, die nach Van Slyke im Eiwasser bestimmt wird, 
wahrend des Versuches zunimmt. 

Diese Erscheinung ist im untenstehenden Versuch eingehender 
verfolgt. Zur Bestimmung des Nullpunktes wurde die Kiersuspen- 
sion 30 Sekunden nach dem Zusatz der Aminosauren zentrifugiert 
und der Gehalt des Hiwassers an Aminosiuren nach Van Slyke 
analysiert. Die Suspension wurde sodann weiter geschiittelt und jede 
Stunde Proben entnommen. Zu jeder Bestimmung 1 ccm Eiwasser. 























, 1. d-Glutamin- | 1-Glutamin- 2. ee 
Zeit Kontrolle saiure saiure d-Histidin |-Histidin 
0. Min. 19 458 496 393 398 
60 _—,, _— 504 498 418 421 
120 _,, — 487 514 428 428 
180 se, 23 512 575 424 440 








Nach der Behandlung mit diesen Aminosduren entwickeln sich 
die Hier nach Spermazusatz zu normalen Plutei. (Vgl. auch 8. 130.) 
Hs ist nicht festgestellt, durch welche Aminosaure die «-Amino- 
gruppen im Eiwasser zunehmen. Doch zeigen Messungen der 


Ammoniakspeicherung und der Atmung, daB die zugesetzten 
basischen oder sauren Aminosdiuren den Umsatz in Anwesenheit 
von Ammoniumchlorid beschleunigen; sie dringen folglich wahr- 
scheinlich in die Zelle ein. Es ist anzunehmen, daB eine Art von 
Austausch zwischen der eingedrungenen und den im Ei vorhandenen 
Aminosiuren stattfindet. Fs ist zu bedenken, da& die Konzen- 
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tration von Glykokoll, das im Ei frei vorkommt, etwa 0,5n. ist. 


Diese Frage kann jedoch nur durch Analysen der verschiedenen 
Amimosiuren im Eiwasser entschieden werden. 


c) Beschleunigte anaerobe Ammoniakspeicherung in 
Gegenwart von Ammoniumchlorid und bestimmten 
Aminosaéuren 


Es ist oben ausgefihrt, da8 befr. Hier anaerob weniger Am- 
moniak als aerob aufnehmen, wahrend sich die unbefr. umgekehrt 
verhalten. Nach Behandlung der unbefr. Hier mit Aminosauren 
und Ammoniumchlorid ist eine partielle Parthenogenese ent- 
standen, aber trotzdem nehmen sie wie die unbefr. Kontrolleier 
mehr Ammoniak anaerob als aerob auf. 


Ammoniakspeicherung unbefr. Kier in Luft und 
Stickstoff bei Gegenwart von Ornithin 


Der Mittelwert von 3 Versuchsserien mit Ornithin und Ammo- 
niumchlorid in Luft und Stickstoff ergibt eine Zunahme der Ammo- 
niakspeicherung durch Ornithinzusatz von 2,1 Mikromol pro Kubik- 
zentimeter Kier aerob und 8,5 anaerob. 


























Luft Stickstoff 
NH,Cl NH,Cl 
[SHC 4 “Omithin [NHC! + Ortithin 
NH, akkumuliert per ccm Eier 5,65 10,4 7,05 11,6 
Zunahme durch Ornithinzusatz — +4,75 — +4,55 


d) Morphologische Veranderungen in Gegenwart von 
Aminoséuren und Ammoniumchlorid 


Diese beziehen sich hauptsachlich auf die Kerne, obgleich auch 
andere Teile der Zelle veraéndert werden kénnen, wenn die NH,- 
Konzentration stark genug ist. Die Volumina der Kerne nehmen 
bei der Ammoniakspeicherung in Luft, aber nicht in Stickstoff zu. 
Je mehr Ammoniak in Luft aufgenommen wird, desto gréBer 
werden die Kerne, wie aus der Tabelle 20 zu ersehen ist. Durch 
diese Behandlung wird eine partielle Parthenogenese speziell in 
bezug auf die Kerne herbeigefihrt. 

Die Ammoniakaufnahme und das Kernvolumen werden in der 
folgenden Zusammenstellung und der Fig. 12 mitemander verglichen. 


Die Ammoniakaufnahme ist durch Analysen des Eiwassers 
gemessen worden. Das Kernvolumen ist mit dem Mikrometer- 
okular gemessen und als Verhaltnis des Volumens des ganzen Eies 
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zum Volumen des Kernes N/P ausgedriickt. Dieses Verfahren 
wurde angewandt, weil die relativen Zahlen bei solchen Messungen 
sicherer sind als die absoluten Werte. Der langste und kirzeste 
Radius wurden gemessen, und das Volumen nach der Formel eines 
Rotationsellipsoids berechnet. Die angefihrten Angaben stellen 
den Mittelwert 30 solcher Messungen dar. 





4120 ' ; 





e 
Ww 
S 
i | 


219 


NH4 Clakkumuliert 
i) 
WN 























NH4Clzugesetzt 17 Mikromol 34 


Fig. 12 


Ammoniakspeicherung und Kernzuwachs bei unbefruchteten Eiern in Anwesenheit von 
d-Glutaminsiéure 


Die gestrichelten Kurven zeigen die Ammoniakakkumulation mit und ohne Zusatz von 
Glutaminsiure, die ganz gezogenen den entsprechenden Kernzuwachs. Der Kernzuwachs 
(N/P) und die Ammoniakspeicherung sind in dasselbe Bild eingezeichnet. Die Werte sind fiir 
die entsprechenden Kontrollen ohne Zusatz von Ammoniumchlorid korrigiert worden. Bei N/P 
liegt der Kontrollwert bei etwa 0,25, was hier den Nullpunkt der Kurve bildet. 

Jeder Punkt der Ammoniakakkumulation stellt die Asymptote einer Kurve dar. Die 
Messungen wurden alle 30 Minuten wahrend 3 Stunden ausgefiihrt. 


Aus der Figur 12 ist ersichtlich, daB eine gewisse Parallelitat 
zwischen Ammoniakaufnahme und Kernwachstum besteht. Eine 
direkte und einfache Relation besteht jedoch nicht. Eine solche 
ist auch nicht zu erwarten, da die Kerngré8e ja von der Atmung 
abhangt, und diese nur sekundar durch die Ammoniakspeicherung 
beschleunigt wird (vgl. Fig. 13). In Anwesenheit von Glutamin- 
sdure biegt die Kurve der Kerngré8e ab, wahrend die Kurve der 
Ammoniakspeicherung auch bei der staérksten Ammoniumchlorid- 
konzentration in gleicher Richtung weitergeht. Dieses Abbiegen 
hingt davon ab, da8 die Kerne bei dieser Konzentration zu einem 
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groBen Teil in kleinere Kerne zerteilt sind, deren Volumina nicht 
gemessen werden konnte, und daB die gemessenen ganzen Kerne 
wahrscheinlich Minimalwerte darstellen. 

Mitosefiguren (Asterbildungen) sind nicht in den fixierten 
Praparaten beobachtet worden. Die von Herbst und Landauer 
beobachtete Kernvergré8erung nach Ammoniakbehandlung kam 
durch Monasterbildung zustande, nachdem die Eier in Seewasser 
gebracht waren. Aus den Versuchen Landauers ist zu ersehen 
(S. 6 und 7), daB schon wahrend der Behandlung mit Ammonium- 
hydroxyd die Kerngré8e zunehmen konnte. 

Nach Behandlung mit Ammoniumchlorid unter anaeroben 
Bedingungen sind die Kerne, nach mikroskopischer Beobachtung 
zu urteilen, nicht im gleichen Verhaltnis wie die Kontrollen mit 
Ammoniumehlorid aerob veraindert worden. Die Volumina der 
Kerne sind in diesem Falle nicht gemessen worden, aber die auf- 
fallende Verdénderung der Kerne, die in Luft beobachtet werden 
konnte, trat hier nicht auf. AuBerdem konnte durch Sperma- 
zusatz festgestellt werden, daB die in Stickstoff mit Ammonium- 
chlorid behandelten Kier ihre Befruchtungs- und Entwicklungsfahig- 
keit besser beibehalten hatten als die entsprechenden Hier in Luft. 


Morphologische Verinderungen bei Behandlung der un- 
befr. Kierin Luft und in Stickstoff mit Ammoniumchlorid 


2ccm Eliersuspension in einem WarburggefaB mit 0,45 ccm 0,56n- 
Ammoniumchlorid in der Ampulle. Im Gasraum Luft bzw. Stickstoff. 

Nach dem Einkippen des Ammoniumchlorids wurde 2 Stunden ge- 
schiittelt. Danach wurden die Eier gewaschen und ihre Befruchtungstéhigkeit 
und weitere Entwicklung beobachtet. 























_— in Luft a in Stickstoff 
Am Ende des | Eier mit Ansto8 zu Entwick- | Kein AnstoB zu Entwick- 
Versuches lung und mit Beginn un- lung. Kerne deutlich ex- 
regelmaBiger Teilungen. zentrisch. Hohe Membrane 
Einige Eier bekommen eine in 100°/, bei Sperma- 
niedrige Membran bei zusatz. 
Spermazusatz. 


Nach 2 Stunden | Ohne Spermazusatz: Keine |Mit Sperma: 100°/) normale 
Teilung. Mit Sperma: 2-Zellen. j 


Keine Teilung. 
Nach 2 Tagen | Ohne Sperma: Cytolyse. Mit | Mit Sperma: LEinzelne 
Sperma: Cytolyse. schwimmende Gastrulae 


und gefillte Blastulae. 
Rest Cytolyse. 
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Genau dasselbe Ergebnis wurde in drei ahnlichen Serien er- 
halten. Bei der Behandlung mit Ammoniumchlorid sind fir 
den. Kernzuwachs Oxydationen notwendig. Uber Koppelungen 
zwischen Atmung und Morphologie vergl. Warburg 1910, Runn- 
stré6m 1935. 

Mittels Feulgenfirbung der Kier, die mit Ammoniumchlorid 
und Aminosduren in Luft behandelt waren, wurde versucht, fest- 
zustellen, ob die chromosomenahnlichen Gebilde, die im Kern der 
unbefr. Eier durch diese Behandlung auftreten, Nucleinsaure ent- 
halten. Diese Versuche fielen negativ aus, die Farbe war kaum 
merkbar. Nach Brachet (1933) ist jedoch die Menge der Nuclein- 
siure, die die Feulgenfirbung gibt, waihrend den ersten Teilungen 
sehr klein. Mit Hamatoxylin dagegen fairben sich in den Kernen 
chromosomenahnliche Gebilde. 

Nach Landauer (S. 76) ist der Kerninhalt (Kernvolumen) 
der unbefr. mit Ammoniak behandelten Kier von Sphaerechinus 


direkt proportional der Chromosomenzahl bzw. der Chromatin- 
menge. 


e) Atmung in Gegenwart von Aminosaéuren 
und Ammoniumchlorid 


Die Fig. 11 zeigt, daB die Atmung der unbefr. Kier bei Zusatz 
von Ammoniumchlorid steigt und zwar mit zunehmender Konzen- 
tration des Ammoniumchlorids. Die Atmungskurve steigt dabei 
langsam am Anfang des Versuches und wird dann nachher steiler. 
In der folgenden Fig. 13 ist der zeitliche Verlauf der Atmung und 
der Ammoniakakkumulation bei Zusatz von Ornithin in Anwesen- 
heit von Ammoniumchlorid untersucht. d- und 1-Histidin, d- und 
1-Glutaminsaure und d,l-Asparaginséure sind in dieser Weise unter- 
sucht und haben ahnliche Kurven gegeben. | 

Die Kurve der Ammoniakakkumulation verléuft ganz anders 
als die der Atmung. Um unter diesen Bedingungen eine Atmungs- 
erhéhung zu bewirken, mu8 Ammoniak zuerst akkumuliert werden, 
um dann sekundaér die Atmungserhédhung zu bewirken. Eine 
gréBere Ammoniakakkumulation bewirkt auch eine griéBere 
Atmung. Wie Versuche in Stickstoff zeigen, hat die Ammoniak- 
akkumulation an sich keine morphologischen Wirkungen, selbst 
wenn groéBere Mengen Ammonium als in Luft akkumuliert werden. 
Diese treten vielmehr erst unter aeroben Bedingungen ein. Es 
besteht eine gewisse Relation zwischen der GréBe der Atmung und 
der KerngréBe, wie aus dem unten angefiihrten Versuch hervorgeht. 
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Sauerstoffaufnahme und KerngréBe bei Zusatz 
von Ammoniumchlorid 


Die Atmung wurde im Warburgapparat gemessen. In jedem 
Apparat 2 ccm Suspension und 0,3 com KOH im MittelgefaB. Zu- 
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Sauerstoffaufnahme und Ammoniakakkumulation bei unbefruchteten Eiern in Anwesenheit 
von Ornithin 


Die Angaben in Mikromol fiir 1 ccm Eier. Ammoniumchlorid den Eiern bei 0 Minuten 


zugekippt. Die vier niedrigsten Kurven sind die Kontrollkurven ohne Zusatz von Ammonium- 
chlorid. 


Ao--— — — o Sauerstoffaufnahme bei Zusatz von Ammoniumchlorid und Ornithin. 
Bom-+—-+—-+o Ammoniakspeicherung bei Zusatz von Ammoniumchlorid und Ornithin. 
Cc xX — — — X Sauerstoffaufnahme bei Zusatz von Ammoniumchlorid. 
DxX*—.—-.—X Ammoniakspeicherung bei Zusatz von Ammoniumchlorid. 

E o—— — —o Sauerstoffaufnahme in der Kontrolle. 

F x*————X Sauerstoffaufnahme bei Zusatz von Ornithin. 

G o ————o Ammoniakbildung in der Kontrolle. _ 

H * ———*X Ammoniakbildung bei Zusatz von Ornithin. ~ 


satz von Ornithin (0,02ccm, n =0,5) und Ammoniumchlorid 
(0,09 com, n =0,056) durch Kippen am Anfang des Versuches. 
Versuchsdauer 180 Minuten. Die Eier wurden am Ende des Ver- 


suches im Bouin fixiert und das Verhialtnis N/P nach den oben 
gegebenen Vorschriften bestimmt. 
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Kontrolle Ornithin Ammoniumchlorid O7mithin+ Ammo- 


niumchlorid 
Sauerstoff- 5,3 4,75 9,8 16,8 Mikromol 
aufnahme fiir lcem Eier 
N/P.100 0,263 0,204 0,388 ~ 0,442 


Am Ende des Versuches zeigten die Kier in Kontrolle, Ornithin 
und Ammoniumchlorid bei der mikroskopischen Beobachtung kleine 
exzentrische Kerne. Samtliche Eier bilden nach Spermazusatz 
Membranen in 100°/,. In Ornithin + Ammoniumchlorid hatten die 
Kier einen groBen Kern in der Mitte des Eies. Nach Spermazusatz 
bilden sich Membranen nur bei einigen wenigen Prozenten. 


6. Die Wirkung von Ammoniak bei der Entwicklungserregung 


Wie hat man sich nun nach den obigen Ausfiihrungen die 
Wirkungsweise des bei der Entwicklungserregung gebildeten Ammo- 
niaks vorzustellen? Es wird angenommen, da die Ammoniak- 
bildung eine der ersten chemischen Verainderungen bei der Ent- 
wicklungserregung darstellt. Die Griinde fiir diese Auffassung sind 
in der Diskussion ausgefiihrt. Unter diesen Voraussetzungen 
kénnte die Ammoniakbildung beschleunigend auf die Atmung ein- 
wirken. Jedoch steigt die Atmung bei der Entwicklungserregung 
momentan, waéhrend der EinfluB von Ammoniak nur langsam 
vor sich geht und bis zu 30 Minuten verlangt, um die Atmung 
wesentlich zu erh6dhen. Zudem sind im letzteren Falle 6—12mal 
gréBere Mengen Ammoniak erforderlich als bei der Entwicklungs- 
erregung. 

Ks ist aber durchaus denkbar, daB unter den besonderen Ver- 
haltnissen, die bei der Entwicklungserregung im Ei herrschen, 
die Ammoniakwirkungen mit gréBerer Geschwindigkeit als im un- 
befr. Ei nach Zusatz von Ammoniumsalzen verlaufen. Erstens bildet 
sich Ammoniak im Ki, so da8 fiir das Eindringen von Ammoniak 
keine Zeit erforderlich ist. Auch ist es méglich, daB Ammoniak 
bei seiner Bildung im Ei lokal in so groBen Konzentrationen auf- 
tritt, daB schnelle Wirkungen erzielt werden kénnen. 


Das bei der Entwicklungserregung gebildete Ammoniak kommt 
im Ei nicht frei, sondern an die NH,-bindenden Gruppen gebunden 
vor. Das Vermégen Ammoniak zu speichern, nimmt in dieser 
Phase etwas ab, aber es kGnnen immerhin 8,5 Mikromol Ammoniak 
aufgenommen werden. Dies reicht aus, um das bei der Ent- 
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wicklungserregung gebildete Ammoniak zu binden (0,54 Mikro- 
mol). AuBerdem haben Analysen gezeigt, daB die Ammoniak- 
menge des Hiwassers bei der Befruchtung nicht zunimmt. 


Hine andere Méglichkeit ist die, da& durch die Ammoniak- 
bildung die Atmung etwas steigt, wenn auch nicht zu dem hohen 
Wert der befr. Hier, indem das Ammoniak den Abbau von Kohlen- 
hydraten oder anderen verbrennbaren Substanzen beschleunigt. 
Dieser Abbau kénnte dann durch im Sperma vorhandene Sub- 
stanzen unterstitzt werden, die den Abbau von Substraten (z. B. 
Glykogen) beschleunigen; dadurch kénnte ein additiver Effekt und 
folglich eine schnelle Atmungssteigerung verursacht sein. 


7. Befruchtete Eier in Anwesenheit von Ammoniumchlorid 
und Aminosauren 


a) Einflu8 von Aminosduren und Ammoniumchlorid 
auf Ammoniakspeicherung, Morphologie und Atmung 


Der Zusatz der oben genannten, vor der Befruchtung wirk- 
samen Aminosauren zu befr. Eiern beeinfluBt die an sich sehr starke 
Ammoniakaufnahme (maximal 85 Mikromol pro Kubikzentimeter) 
Kier nicht wesentlich, mit Ausnahme von Glutaminsdure, bei der 
besondere Verhiltnisse herrschen. 


So ergab Zusatz von |-Histidin, korrigiert fiir die Ammoniak- 
speicherung ohne Zusatz von Aminoséure +-1,1 Mikromol, von 
d-Histidin —2,0, von d-Ornithin +0,25 (n =4). 1-Glutamin- 
siure zeigte in einem Versuch + 17,5, d-Glutaminséure +9 (n =4). 
Saimtliche Aminosaéuren hatten eine Konzentration von n/10 in 
der Suspension. 


Mit zunehmender Konzentration der Glutaminsaéure nimmt 
auch die Ammoniakspeicherung zu, so wie es auch bei den unbefr. 
Eiern der Fall war. 


EKinwirkung verschiedener Konzentrationen 
von d-Glutaminséure auf Ammoniakakkumulation 
und Morphologie der befr. Kier 


Die befr. Kier wurden mit Hilfe von Sperma von den Gallert- 
hiillen befreit und die Versuche etwa 40 Minuten nach der Be- 
fruchtung begonnen. Die Methodik im tbrigen wie bei den unbefr. 
Kiern. 120 Minuten mit NH,Cl geschiittelt. 
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geht. In diesem Falle handelt es sich also vor und nach der Be- 
fruchtung um versehiedene Reaktionen, bei Zusatz der anderen 
Aminosauren ist dieses nicht der Fall, so daB hier immer nur 
Ammoniak angehaaft wird. Die Atmung verandert sich bei dieser 
Gilutaminsynthese, wig aus folgendem Versuch zu ersehen ist, 
nicht. Versuchsdaner 90 Minuten. 


Kontrolle NH,Cl CGilutaminsaure Glutaminsiure-+NH,Cl 
Sanerateff . . 4.7 42 4.7 4,2 
NH,Akk . . — 72 stn 78 


Zusatz dey anderen Aminosaaren and Ammoniumehlorid er- 
gab das gleiche Resultat hinsichtlich der Atmung. 

[m Gegensatz m dem Verhalten der unbefr. Eier sind bei 
den befr. Biern die morphologischer Veranderungen nach Zusatz 
von Aminosauren und Ammoniumehlorid nur geringfigig. Eine 
schadigende Wirkung macht sich zwar geltend, aber die Hier 


kénnen sich fast normal bis zu spaten Teilangsstadien entwickeln. 
Vgi. die Kontroilen zi den oben angefiithrten Versuchen. Zusatz 


- 


schnittene Praparate haben jedoch gezeigt, daB dennoch Ver- 
anderungen im Kern anuftreten. Die Grundsubstanz farbt sich 
mit Kisenhamatoxylin stark grau. In der Kontrolle ohne Am- 
montamzusatz findet man solche Bilder nie. 

Druckrey u.a. (1938) fanden, daB die Entwicklung befr. 
Kier von Paracentrotus lividus (aus Neapel) durch Glutaminsdure 


von Aminosa@uren verandert dieses Bild nicht. Fixierte und ge- 
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in einer Konzentration von 800 y pro Kubikzentimeter (n = 0,04) 
gehemmt wird. Mit diesen Konzentrationen, wie auch mit 10mal 
starkeren, deren px genau auf das pu des Seewassers gebracht war, 
habe ich, wie aus dem: oben angefiihrten Versuch zu ersehen ist, 
keinen Einflu8 von Glutaminséure in dieser Hinsicht feststellen 
kénnen. Allerdings dauerten meine Versuche nur bis 3 Stunden 
nach der Befruchtung an, jedoch verlief die Zellteilung bis zu 
diesem Zeitpunkt normal und mit derselben Geschwindigkeit wie 
bei der Kontrolle. 


b) Permeabilitat fir die Aminosduren 


Die Veranderungen der Aminosiurekonzentration im Eiwasser 
nach Zusatz von Aminoséuren wurden ebenfalls analog zu den 
Versuchen mit unbefr. EKiern analysiert. Die Zeitkurve zeigt in 
diesem Falle einen ganz anderen Verlauf als bei den unbefr. Eiern. 


Zeit Konzentration der 
in Min. d-Glutaminsaure 
0 1155 
60 560 
120 545 
180 420 


Bei befr. Eiern nimmt also die Konzentration der Aminosaure 
im Hiwasser mit der Zeit ab. 

Nach diesen Versuchen zu urteilen sind die befr. Eier gegen- 
aber Ammoniak viel resistenter als die nicht befr., und sie ver- 
andern ihren Stoffwechsel oder ihre Morphologie nicht so leicht 
unter der Einwirkung von Ammonium, obgleich Ammoniak reich- 
lich gespeichert wird. 

In der untenstehenden Tab. 21 sind die Versuche zusammen- 
gestellt, die die Veranderung des Aminosauregehaltes im EKiwasser 
bei befr. und unbefr. Hiern zeigen. 

Es ist zu ersehen, daB unter 14 Versuchen bei den unbefr. 
Hiern 18 eine Zunahme der Aminoséurekonzentration im Eiwasser 
zeigen und nur 1 eine Abnahme. 

Bei den befr. wurden neun ahnliche Bestimmungen ausgefihrt, 
wovon sieben eine Abnahme und zwei eine Zunahme (1-Glutamin- 
siure) zeigten. In dem einen Fall d-Glutaminsiure ist die Ab- 
nahme so groB, da man hier von einer Speicherung der Glu- 
taminsaure sprechen kann. Dieser Schwund ist durch Analysen in 
drei verschiedenen Ansatzen bei diesem Versuch gesichert. 
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Tabelle 21 


Veranderung der Konzentration der zugesetzten Aminosaéuren im 
Eiwasser von unbefruchteten und befruchteten Eiern 


A. Unbefruchtete Ejier 






























































Unbefruchtete Eier | Unbefruchtete Eier + Ammoniak 
. tot 0) ° tlt) ' ‘ 
Konzentration | & 6 Konzentration | & 6 ds 
Zugesetzte der Aminosaure| £-& » |der Aminosiure| £-5 9 | 328 
Aminosaure aaa 3 & 5 | § 5 ‘S 
Am ane Am #,2| a2 
Anfang | Ende oo Anfang | Ende | $s < 
Pe IT TE ee eS = eer = 
Asparaginsaure 408 | 450 | + 42 on 7 — i 
; . Me. 2c, - a 
rag | 680 | 678 |— 2| 680 | 712 | + 32 | 100 
Saure ... 467 | 522 4 55 — | — — — 
1-Glatamin- 451 584 +133 451 | 566 +111 14,0 
pera 780 805 + 25) 780 | 805 +. 25 11,0 
Ai 504 | 585 | +81] — | — — 
d-Ornithinsaure .} 1381 1447 + 67] 1381 | 1442 + 61 | 25 
d-Histidin . . .| 442 | 478 | + 36] — | — — |; — 
]1-Histidin 435 497 + 62 — | | — 
B. Befruchtete Eier 
Befruchtete Eier Befruchtete Eier + Ammoniak 
| | 
447 430 — 17 ~_— | — _ | — 
d-Glutamin- 1155 420 —735 | 1155 | 644 —511 | 78*) 
siure ... | [670] |[—485]| [84] 
724 606 —118 732 | 620 —112 | 31 
]-Glutaminsaure 470 502 + 32] 480 524 +44, 39 
d-Ornithin . . .} 750 685 | — 65 —_ |; — — | 











*) Zwei verschiedene NH,-Konzentrationen. 


Ill. Diskussion 
Kapitel 8 


Reihenfolge und Verkettung der chemischen Verinderungen 
bei der Entwicklungserregung und der weiteren Entwicklung 


1. Die verschiedenen zur Befruchtung gehérigen Phasen. 
2. Die Gruppen des Stoffwechsels. 
a) Ammoniakumsatz. 
b) Kohlenhydratabbau. 
c) Strukturverainderungen. 
3. Verkettung der Reaktionen vor, wihrend und nach der Entwicklungs- 
erregung. 
a) Unbefruchtete Eier. 





Chemische Vorginge bei der Entwicklungserregung des Seeigeleies 145 


b) Die Entwicklungserregung. 
c) Die weitere Entwicklung. 


4. Vergleich der bei der Muskelkontraktion und der bei der Entwicklungs- 
erregung des Seeigeleies stattfindenden Vorginge. 


5. Die Spermienwirkung bei der Entwicklungserregung. 


1. Die verschiedenen zur Befruchtung gehdérigen Phasen 


In diesem Abschnitt soll versucht werden, die bis jetzt fest- 
gestellten chemischen Veranderungen bei der Entwicklungserregung 
und der Entwicklung soweit wie méglich in einen Zusammenhang 


.—— gf 1 





Ammoniak 
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Amid-ammoniak Min 29 
Giykogenabdau 
lig. 14 
Zusammenstelltung der bei der Entwicklungserregung und der weiteren Entwicklung des Kies 
von Paracentrotus lividus eintretenden chemischen Verinderungen. Die Zeit in Minuten nach 
der Befruchtung. Jeder Teilstrich auf der Abszisse bedeutet 1 Mikromol der betreffenden 
Substanz in 1cem Eier*). 


zu bringen. Es sei hervorgehoben, da8 diese Zusammenstellung 
nur einen Versuch darstellt, eine Vorstellung von der Reihenfolge 
und Verkettung der Reaktionen zu geben. 

In der obenstehenden Fig. 14 sind die Mittelwerte der Ana- 
lysen zusammengestellt, die die Veranderungen bei der Entwick- 





*) Bei dieser Darstellungsweise kommen die Variationen nicht zum Aus- 
druck, die die Intensitaét der Atmung wahrend der ersten Mitose aufweist 
(Literatur vgl. Lindahl 1938). Der Sauerstoffverbrauch ist héher wahrend 
der zweiten 10 Minuten nach der Befruchtung als wahrend der ersten. Er ist 
am héchsten 30 Minuten nach der Befruchtung und nimmt dann in den nachsten 
30 Minuten kontinuierlich um 30°/, ab. Diese Atmungskurve zeigt einen ganz 
anderen Verlauf als die der hier beschriebenen chemischen Verdnderungen, 
welche, soweit sich dies feststellen laBt, ihre gréBte Intensitat unmittelbar nach 
der Befruchtung aufweisen. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 271 10 
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lun yeerregunyg und der weiteren kb ntwicklung ZAAgEn. Die absoluten 
Werte sind in der Tab. 22 enthalten. 
Vom chemischen Standpunkt aus kann man die folgenden 
Stadien unterscheiden, die far das Ei vor und nach der Befruch- 
tung typisch sind: . 

1. Unbefr. Eier. Das latente Stadium. Die Geschwindig- 
keit Hes Umsatzes ist gering. Ammoniakbildung, Atmung Saure- 
bildung und Kohlenhydratabbau unbefr. Eier wurden wabrend 
rem 3 Stunden untersucht. 

. Die Befruchtungsreaktion (nach Lillie). In dieser 
7 spielen die Fernwirkungen der Gamone die groBte Rolle. 
Diese Reaktionen verlaufen im Eiwasser, ebnen dem Spermiun 
Weg zum Ei und erleichtern die Verschmelzung der beiden 

Schon Lillie hat hervorgehoben, daB man die Befruchtung 
in zwei Phasen einteilen muB: die 4uBere und die innere (1919, 
8.156). Zur auBeren gehéren die Gamonwirkungen (Hartman 
a.a. 1940). zur inneren die im vorhergehenden beschriebenen 
Stoffwechselveranderungen. Es ist méglich, daB das die Ober- 
flache des Eies verandernde Androgamon II in dieser Hinsicht eine 
Zwischenstellung cinnimmt und auch bei den Stoffwechselverande- 
rungen mitwirkt. 

3. Die Entwicklungserregung (nach Loeb). Durch Wir- 
Eungen, die von dem eingedrungenen Spermatozoon ausgewbt 
werden, andert sich unverziiglich der Stoffwechsel. Die ersten 
10 Minuten nach Spermazusatz werden vom chemischen Gesichts- 
= aus als Entwicklungserregung bezeichnet und von der 
Igenden Phase getrennt. Typisch fiir diese Phase ist die An- 
anfong von 5 eae (Ammoniak und Oxypurine durch 
penny von Aminopurinen (Polynucleotiden). Aufspaltung von 

en in un :bekannte Abbauprodukte). Einige von diesen 
dienen als Substrat und andere als Aktivatoren. 

Sobald das Spermium die Eioberflache getroffen hat, verandert 
sich diese, aber damit ist die eigentliche Entwicklungserregung 
noch nicht eingetreten. Die Befruchtung kann vielmehr in diesem 
Stadium unter Umstanden noch riickgangig gemacht werden. 

In Urechis caupo ist die Befruchtung reversibel (Tyler 1932), 
wenn die Eier innerhalb von 3 Minuten “nach der Befruchtung in 
saures Seewasser von ps7 gelegt werden (das ps des gewohnlichen 
Seewassers ist etwa $). Werden die Eier mehr als 10 Minuten in 
diesem Seewasser belassen, so ist die weitere Entwicklung gehemmt, 
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und die Eier verhalten sich wie unbefruchtete, kénnen also noch 
einmal befruchtet werden. Dieser Vorgang 14Bt sich mehrere Male 


wiederholen. Die Eier werden unter diesen Umstanden, wenn man ~ 


sie sich entwickeln 1l4Bt, polysperm. Ejier von Paracentrotus, 
Sabellaria, Ascidiella, Dentalium, Phallusia, Ciona, Dendraster, 
Lythechinus und Strongylocentrotus verhalten sich ahnlich gegen 
saures Seewasser (Tyler und Scheer 1937). Nur ist die Zeit, 
innerhalb welcher die Befruchtung reversibel ist, kiirzer als bei 
Urechis, sie betragt 15—90 Sekunden nach dem Spermazusatz. In 
dieser Zeit treten Ei und Spermium miteinander in Kontakt, aber 
die Befruchtungsmembran ist noch nicht abgehoben. Die Eier 
entwickeln sich nach Uberfihrung in normales Seewasser mono- 
spermatisch, und Tyler ist geneigt anzunehmen, daB das Spermium 
unter diesen Umstainden vom Ei wieder abgestoBen wird. 

Aus der Fig. 14 ersieht man, da samtliche Kurven, mit Aus- 
nahme derjenigen der Atmung, unmittelbar nach der Befruchtung 
yunichst stark steigen bzw. fallen, um dann spater abzubiegen. 
Diese erste Phase der Kurve gehért dem Stadium der Entwicklungs- 
erregung an. Es ist ersichtlich, daB diese Phase nicht fir alle 
Reaktionen gleich lang ist, sondern varneren kann. Die fir diese 
Phase oben angegebene Zeit von 10 Minuten stellt nur einen 
Wert dar, der ihre Linge annaherungsweise angeben soll. Die 
Kurve der Ammoniakbildung steigt 10 Minuten lang, die der 
Saurebildung beginnt schon nach 5 Minuten zu sinken (Laser und 
Rothschild 1939). Die Abnahme der NH,-bindenden Gruppen 
dauert bis 80 Minuten nach dem Spermazusatz an. Der zeitliche 
Verlauf der anderen in der Tabelle angefiihrten Vorginge wurde 
nicht untersucht, sondern die Analysen wurden 10 Mmuten nach 
der Befruchtung ausgefihrt. 

4. Die weitere Entwicklung nach derEntwicklungs- 
erregung. Die letzte Phase der Kurven, in der diese abbiegen, 
wird zu diesem Stadium gerechnet. 

In der untenstehenden Tab. 22 sind die Mittelwerte in Mikro- 
mol pro Kubikzentimeter Eier zusammengestellt, die vor der Be- 
fruchtung sowie 10 Minuten und 180 Minuten nach der Befruchtung 
bei der Analyse der betr. Substanzen gefunden werden. 

Die Verinderungen (Zunahme bzw. Abnahme) 10 Minuten 
nach der Befruchtung sind, mit Ausnahme der 2 Analysen des 
Gesamt-N der Histidinfraktion und der sehr verstreut lhegenden 
Werte des freien Glutamins, statistisch sichergestellt. Bei den 
Angaben 180 Minuten nach der Befruchtung ist jedoch als sta- 

10* 








Ake Orstrém, 


ee ome 


qWOAUSJJOIOAUN UIOI4ASIO 


([#61) WO1z8IQ 
(TF61) 19419810 
(LF61) WO1481C 


¢ poydey "(5A 
9 joyidey [3A 


(46861) [48purt ‘(Zg61) 
Ul91481( ‘(GOE6L) WO4148 

-uuny “(SI61) 3inqiv MA 
(cg61) wes381Q “(686T) 
PItqosyqzOYy Poy pun 
1ose'y ‘(€g61) e10g 

‘(qge61) WOIWsuUNY 
(061) 

S1IqpuryT pun wo1781g 
(0661) Sieqpury pun 

W 919810 (GE6I)IYSUL[9IZ 


g joyidey [3A 


b joyidey "153A 
g joudey [3A 





— | erivr 
— |(*819 AZ) 9b+ 
— | Cirer 
pe | $¢6FoIt 
op — | OT Fo9+ 
os+ | soFoI— 

| 

| 
cr+ | eet 
— Lot 
oa (oT eI 
¢‘sI— 91 F86— 
oer + eg‘T-+ 
s9'0 — (seo rzo'tt+ 
LVO — ‘el‘orrsot+ 


| 
| 
| 





ussunyAoweg 


‘Ijag “U,O8| od yosu ,O[ 





UIOIQ “Ijoqun uep nz stu 





“yBYIOA WI Sunsopurso, 








(‘4aq ‘819A [ 8N¥B) 
Tél 


C8 


cP 


(‘1aq ‘819A [ SNe) 
8‘FE 


("19q "S19 A ZSN8) 
69°L 

(‘19q "SI9A [ SnB) 
8L'Z 
60°T 


“jog Youu ,O8T 





“ajogl 
youu {OT 





SOLE 
‘Ijaq uaqe 
Sep Sunm4V 
Igp WOA ®/, 


‘raquo 





* -Zunjyonijegq teq JoOssBA\ 


“Iq Url BM UOA amMYyRUNZ ‘p 


‘YBIJUIPISIH JOp N-"soy) “g 
N U19}01g-F49IN “P N-"89) *Z 


N UlojO1g-FYOIN 
sep ueddnasourmy-9 *{ (0 


"+ + + + asdjorpSH ,09 


youu *FN-pruequresay (q 


‘ ueddnay opusputq-*HN (8 


UISUNAOPUBIBAINIFNIIY * 


‘+ *Zunwyy (p 


* ‘Sunpriqoameg (0 
* ‘geyonZ ‘poy (q 
* + * uasoyATH (8 
neqqeyeipAquayyqoy *Z 
coos oss uTmreq¢npy (0 
* * * sgurumdaAxg (q 


fHN (8 
[esqooJjOIG-"HN ‘T 











SNPIAI[ SNzOIQUZDVIe UOA IG UIT 
UIFUNIOPURIOA U9ZO4ZYORVGOod SUNFSO1IOSZuUN[YOIMYU JOp loq Jop 0349 M UdJN[OSGe Jop Sun [[oysuoMmWBsNnZ 


C6 FTP BL 





Orstrém unveréffentlicht 


| +4,740,3 


_ wasser bei Befruchtung. 


Chemische Vorgange bei der Entwicklungserregung des Seeigeleies 149 


tistisch sicher nur anzusehen, da{ Ammoniak und die Saure 
abnehmen und die NH,-bindenden Gruppen stark zunehmen. 
Da aber Glutamin und die Oxypurine in Beziehung zu Ammo- 
niak stehen und die Veranderungen dieser Substanzen stets mit 
den Veraénderungen des Ammoniaks parallel verliefen, so ist auch 
in ibrem Fall eine Abnahme 180 Minuten nach der Befruchtung 
in hohem Grade wahrscheinlich. Der Glykogengehalt 180 Minuten 
nach der Befruchtung ist emem Versuch entnommen, bei dem die 
Abnahme des Glykogens 180 Minuten nach der Befruchtung im 
Vergleich zu 10 Minuten nach der Befruchtung statistisch ge- 
sichert war. 

Zielinski stellte ebenfalls einen Glykogenabbau fest, der 
zwischen 8 und 125 Minuten nach der Befruchtung 2,4 Mikromol 
pro Kubikzentimeter Kier betrng (gegeniiber dem Ergebnis von 
Orstrém und Lindberg von 6,0 Mikromol Glykogen zwischen 10 
und 180Minuten nach der Befruchtung). Zielinskis Analysen wurden 
mit Paracentrotus Eiern von Roscoff ausgefiihrt, jedoch mit etwas 
anderer Methodik als der von Orstrém und Lind berg angewandten. 


2. Die Gruppen des Stoffwechsels 


In der oben angefihrten Tab. 22 sind die im Ei auftretenden 
Stoffwechselveranderungen in 3 Gruppen zusammengefaBt: Ammo- 
niakumsatz, Kohlenhydratabbau und Strukturveranderungen. Die 
Griinde fir diese Zusammenstellung seien im folgenden ausgefihrt. 


a) Ammoniakumsatz 


Diese Gruppe umfaBt Ammoniakbildung, Oxypurinbildung 
und Glutaminbildung. Der Zusammenhang dieser Prozesse ist 
schon besprochen worden (Kapitel 4 und 5). 


b) Kohlenhydratabbau 


In dieser Gruppe sind Veranderungen zusammengestellt, die 
nicht so deutlich zusammengehGren, wie es beim Ammoniakumsatz 
der Fall war. 

Bei der Entwicklungserregung des Seeigeleies steigt die Atmung 
um etwa das 6fache. Es sei jedoch betont, daB der Atmungs- 
erhéhung bei der Entwicklungserregung des Seeigeleies keine all- 
gemeine Geltung zukommt. Die Veranderung der Atmung kann bei 
Hiern verschiedener Tiergruppen sehr verschieden sei. Dies hat vor 
allem Whitaker in einer Reihe von Untersuchungen festgestellt. 
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Er findet alle méglichen Uberginge von einer deutlichen Erhéhung 
bis zu einer ebenso deutlichen Senkung, auch kann die Atmung 
ginzlich unverindert bleiben. (Whitaker 1931a, b, c, 1938a, b. 
In der letztgenannten Arbeit sind auch altere Angaben besprochen. 
Fir neuere Literatur vgl. Lindahl 1938c, 1941). 


Die Kier befinden sich bei den verschiedenen Gruppen in ver- 
schiedenen Stadien der Reifeteilung. Es kénnte unter Umstainden 
ein Zusammenhang zwischen den morphologischen Stadien und den 
Atmungsverinderungen bei der Entwicklungserregung bestehen ; 
Whitaker lehnt diese Méglichkeit jedoch ab. 


In der untenstehenden Tab. 23 sind die Angaben iiber die bei 
der Befruchtung eintretenden Veriinderungen der Atmung bei. ver- 
schiedenen Tiergruppen und die ersten morphologischen Stadien, 
in denen die betreffenden Kier befruchtet werden kénnen, zusammen- 
gestellt. 


Nach der Tab. 23 zu urteilen, scheint die Moéglichkeit nicht 
ausgeschlossen zu sein, daB die Atmungsverinderung bei der Ent- 
wicklungserregung von dem morphologischen Stadium der un- 
befruchteten reifen Eier abhingig ist. Die Tabelle vermittelt mit 
einigen Ausnahmen den allgemeinen Eindruck, da8 im Stadium 
des Keimblaschens eine kleine Atmungssteigerung eintrifft, im 
Stadium der ersten Richtungsspindel eine Hemmung oder eine 
unbedeutende Atmungssteigerung, und wenn beide Richtungs- 
teilungen beendet sind, eine starke Erhédhung. Lindahl-Holter 
(1941) zeigen, daB die Atmung des Seeigeleies wihrend der 
Reifeteilungen sinkt. 


Die oben in Kapitel 7 besprochenen Arbeiten von Runn- 
strOm und Mitarbeitern beschéftigen sich hauptsdchlich mit dem 
Atmungsmechanismus und ergaben, daB gewisse Zwischenglieder 
in der Atmungskette, sogenannte Carriers, eine entscheidende Rolle 
spielen, indem sie eine Koppelung zwischen Atmung und anderen 
Prozessen in der Eizelle zustande bringen. 


Kine andere, die chemischen Vorginge bei der Befruchtung 
betreffende Frage ist die, ob vor und nach der Befruchtung ver- 
schiedene Substrate veratmet werden. 


Direkte Analysen sind nicht ausgefiihrt worden. Bei der 
Kntwicklungserregung tritt eine Verinderung des Umsatzes ein, 
die sich nicht immer in einer Atmungsveranderung kundtut. Dies 
ist z. B. beim Froschei zu beobachten. Unbefruchtete Eier von 
Rana fusca (Brachet 1934a) haben einen respiratorischen Quo- 
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tienten von etwa 1,0, die soeben befruchteten jedoch nur 0,66. 
Dieser Unterschied deutet auf eine tiefgreifende Stoffwechsel- 
veranderung bei der Befruchtung. Der Sauerstoffverbrauch da- 
gegen verdndert sich nicht. — 

Beim Seeigelei hat das unbefruchtete Ki emen R.Q. von 1,08, 
das befruchtete 0,89 (oder nach der Methode Ohmans gemessen 
0,738 2 Stunden nach der Befruchtung). Es ist nach den vor- 
liegenden knappen Angaben anzunehmen, da8 diese Anderung des 
R.Q. schon 10 Minuten nach der Befruchtung eingetreten ist 
‘Laser und Rothschild 1939, Runnstrém 1938a und b). 
‘Dies deutet auf einen Kohlenhydratstoffwechsel im un- 
befruchteten Ei. 

Durch Zusatzversuche mit einigen Substraten ist es gelungen, 
die Atmung der unbefruchteten Seeigeleier schwach zu erhoéhen. 
So bewirkt Brenztraubensdure z. B. eine 25°/jige Erhoéhung der 
Atmung (eigene Versuche). Ein lehrreicher Versuch, die Substrate 
der unbefruchteten Eier zu analysieren, wurde von Whitaker aus- 
gefiihrt (1937). Er stellt fest, daB die Befruchtbarkeit der unbefruch- 
teten Eier von Urechis caupo lange bevor alles Substrat verbraucht 
ist, aufhért. Wahrscheinlich haben unbefruchtete Eier nur einen 
begrenzten Vorrat an verbrennbarem Substrat, wahrend die Haupt- 
menge des Substrates in einer nicht angreifbaren Form vorliegt. 
Durch Zusatz geeigneter Substanzen sollte man die Befruchtbarkeit 
verléngern kénnen, um dabei einen Einblick in den Stoffwechsel des 
unbefruchteten Eies zu erlangen. Durch Zusatz von 1°/, Alkohol 
oder 1°/, Dextrose wird tatsichlich die Befruchtbarkeit des un- 
befruchteten Eies 3—4mal verlingert. Tyler, Ricci und Horo- 
witz (1938), Tyler und Dessel (1989) bestatigen die Ergebnisse 
Whitakers. Die Verlangerung der Lebensdauer hangt aber nicht 
von der Wirkung des Alkohols als Substrat ab, da namlich unter 
ganz sterilen Verhaltnissen Alkobol weder auf die Lebensdauer noch 
auf die Atmung einen Einflu8 hat; sie beruht vielmehr auf einer 
Art Immunperiode der Hier, in der sie nicht von Bakterien an- 
gegriffen werden. Nach dieser Periode unterliegen sie einer Art 
von Autolyse und werden dann leichter von Bakterien angegriffen. 
Alkohol verlangert diese Immunperiode dadurch, da8 Bakterien aus 
dem Alkohol Saure bilden und diese wahrscheinlich die Ober- 
flache des ies hartet und damit die Lebensdauer verlingert. Tyler 
stellt ferner fest, daB unbefruchtete Kier von Arbacia keinen 
Atmungsanstieg aufweisen, wenn sie unter sterilen Verhialtnissen 
aufbewahrt werden. Der von friiheren Forschern gefundene Atmungs- 
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anstieg (vgl. zB. Warburg 1915, Runnstrém 1928, 1930, Korr 
1987) beruht also auf Bakterien. 

Die gréBte Stoffwechselveranderung bei der Entwicklungs- 
erregung der Hier von Paracentrotus lividus stellt jedoch nicht 
die Atmungssteigerung sondern der Glykogenabbau dar: es ver- 
schwinden 10,6 Mikromol Glykogen, waihrend die Atmungssteigerung 
nur 2,3 Mikromol Sauerstoff betragt. Um 1 Mol Glykose zu oxy- 
dieren, werden 6 Mol Sauerstoff benétigt. Demzufolge kann nur 
ein kleiner Teil des verschwundenen Glykogens veratmet sein. 
Die Wege des Kohlenhydratabbaues bei der Entwicklungserregung 
sind andere als z. B. im Muskel. Es bilden sich weder Milchsaure 
noch Brenztraubenséure oder Bernsteinséure (Orstrém und 
Lindberg 1940, Bernsteinséure wurde nach der Methode von 
Krebs und Johnson 1937 bestimmt). Wahrscheinlich treten andere 
saure Produkte auf (vgl. die Saéurebildung). Um den bei der Ent- 
wicklungserregung wahrscheinlich niedrigen respiratorischen Quo- 
tienten zu verstehen, muBte man zunachst eine teilweise Oxydation 
der Kohlenhydrate zu C,-Saéuren (Hexonséure) annehmen, von denen 
nur ein Teil weiteroxydiert wird. Unter diesen Bedingungen kann 
der respiratorische Quotient niedrig sem. Die bei der Entwicklungs- 
erregung verbrauchte Menge Sauerstoff ist so klein, daB sie nur aus- 
reicht, um die Halfte des verschwundenen Glykogens mit emem 
Atom Sauerstoff zu versorgen, und es ist demnach unméglich, den 
Verlauf der Oxydationen anzugeben. 

Es ist trotz der Glykogenabnahme nicht ausgeschlossen, 
da8 die Fette eme wichtige Rolle bei der Entwicklungserregung 
spielen und als Substrat fir die Atmung dienen kénnen. War- 
burg (1910) untersuchte die Lipaseaktivitaét der unbefr., befr. 
und parthenogenetisch angeregten Eier von Strongylocentrotus 
lividus (jetzt Paracentrotus lividus) gegeniiber Athylbutyrat, 
ohne Unterschiede festzustellen. Die Spaltung ist im Verhaltnis 
zum Gesamtstoffwechsel gar nicht unbedeutend. Diese Versuche 
sind mit Eiern 60 Minuten nach der Befruchtung ausgefihrt. 
Es ware mdglich, daB die Aktivitét eimer Aabhnlichen drei- 
phasigen Kurve folgt wie in der Fig. 14 und eine Aktivierung 
bei der Entwicklungserregung tibersehen wurde. Warburg (1914b) 
hat weiter festgestellt, daB die Atmung der Granulasuspension nur 
durch sehr wenige Stoffe beschleunigt wird. Zu diesen gehéren 
Weinséure und Linolensaure (C,,Hg902, eine ungesidttigte Fettsaure 
mit 3 Doppelbindungen, die im Leinél vorkommt). Runn- 
strém (1928b) stellte durch Osmierung Veranderungen der Lipoide 
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in der Rinde bei der Befruchtung fest. Die Schwarzung ist nach 
der Befruchtung viel schwicher.. Ahnliche Ergebnisse teilt auch 
Lindahl (1932) mit. Aus den Angaben Hayes (1938) ist zu er- 
sehen, daB die Fettmenge i Stunde nach der Befruchtung ab- 
genommen hat. Eine vom Verfasser vorgenommene Nachpriifung 
der Angaben Hayes ergab fir Paracentrotuseier nach Hydro- 
lyse keine Veraénderung der freien wasserdampffliichtigen Fett- 
siuren nach der Befruchtung. (Methode: Extraktion mit Petrol- 
fither, Tetrachlorkohlenwasserstoff, Ather oder Alkohol und nach- 
folgende Destillation mit Wasserdampf. Titrierung mit n/100-Alkali 
gegen Phenolphthalein). Dagegen wurde nach Hydrolyse eine nicht 
aitherlisliche Substanz isoliert, die mit Wasserdampf destillierbar 
ist, gegen Phenolphthalein sauer reagiert und deren Menge 
10 Minuten nach der Befruchtung zugenommen hat. Diese Ana- 
lysen werden weitergefihrt. 

Whitaker kann nicht eindeutig erklaren, warum die Atmungs- 
verinderung bei der Entwicklungserregung bei den verschiedenen 
Tiergruppen so verschieden ist. Folgende Erklarung ware vielleicht 
méglich. Werden vor und nach der Befruchtung verschiedene Sub- 
strate verbrannt, z. B. Kohlenhydrate und Fette, so 1a8t sich leicht 
denken, daB die bei der Befruchtung eintretende Verainderung der 
Enzymtatigkeit die Art der Atmung veraéndern kann, ohne daB es 
deshalb unbedingt am Anfang der Entwicklung zu einer Ver- 
ainderung der Sauerstoffaufnahme kommt. Wird dagegen vor und 
nach der Befruchtung dasselbe Substrat verbrannt, was im See- 
igelei méglicherweise der Fall ist, so laBt sich der zutage tretende 
Unterschied so erkliren, daB vor der Befruchtung die Kohlen- 
hydrate nach dem bekannten Schema zu Milchsiure abgebaut 
werden, wahrend der Abbau bei der Entwicklungserregung wber 
andere noch unbekannte Zwischenstufen — weder Milchséure noch 
Brenztraubensiure — geht. Diese Annahme setzt ebenfalls voraus, 
daB vor und nach der Befruchtung verschiedene Knzymsysteme 
wirksam sind. 

Wird vor und nach der Befruchtung dasselbe Substrat mit 
demselben Enzymsystem verbrannt, z. B. Verbrennung von Kohlen- 
hydraten tber Brenztraubensaéure, so mu, wenn trotzdem die 
Atmung verandert wird, eine Veranderung des Enzymsystems an- 
genommen werden, indem vor der Entwicklungserregung ein Glied 
des Enzymsystems als begrenzender Faktor wirkt, dessen Konzen- 
tration bei der Entwicklungserregung verandert wird, so daB dadurch 
eine Atmungssteigerung stattfinden kann (vgl. Runnstrém 1935a). 
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Ks ist nach dem oben Gesagten wahrscheinlich, daB die Saure- 
bildung und der Glykogenabbau bei der Kntwicklungserregung in 
Zusammenhang miteinander stehen. Die Sdurebildung verhilt sich 
gam Glykogenabbau fast wie 1:1 (6,7:9,1, 1:1,85), besonders 
wenn man beriicksichtigt, da die Siurebildung schon 5 Minuten 
nach der Befruchtung abzunehmen beginnt, und da8& Intermediir- 
produkte des Glykogenabbaues leicht durch eine teilweise Oxy- 
dation verindert werden kénnen, so da8 sie weniger sauer reagieren. 

Auf welche Weise die bei der Entwicklungserregung verschwin- 
denden reduzierenden Zucker abgebaut werden, ist unbekannt. 

Zwischen der Ammoniakbildung und dem Kohlenhydratabbau 
wird ein Zusammenhang vermutet. Er ist oben in Kapitel 4 und 
Kapitel 7 besprochen worden. 

Runnstrém zeigt (1935¢c), daB Zusatz von Jodessigsiure zu 
Arbaciaeiern nicht die Befruchtungsreaktion hemmt. Die Atmung 
steigt fast wie normal. Bei der weiteren Entwicklung des Kies 
treten unter dem Einflu8B von Jodessigsiure sowohl Atmungs- 
hemmung wie morphologische Veranderungen ein. Die Atmungs- 
hemmung wird durch Zusatz von Lactat oder Pyruviat aufgehoben. 
Diese Versuche zeigen, daB8 Jodessigsiure den Kohlenhydratstoff- 
wechsel in derselben Weise im Seeigelei beeinfluBt wie in anderen 
Zellen; ein Teil der Atmung bei der weiteren Entwicklung kann 
dann durch eine Oxydation von Kohlenhydratabbauprodukten zu- 
stande kommen. ; 

Als Substrat fiir die Atmungssteigerung wahrend der ersten 
7 Stunden nach der Entwicklungserregung dienen die Kohlen- 
hydrate (Ohman 1940). Wahrscheinlich spielen die bei der Ent- 
wicklungserregung angehiiuften Abbauprodukte eine wichtige Rolle. 
Auch geht das Verschwinden des Glykogens weiter, wenn auch in 
viel langsamerem MaBe als bei der Entwicklungserregung. 3 Stunden 
nach der Befruchtung kann etwa die Hilfte des verschwundenen 
Glykogens von Atmungsprozessen verbraucht sein. Die in dieser 
Zeit verschwundene Menge Kohlenhydrate betrigt 15 Mikromol 
pro Kubikzentimeter Kier, die Sauerstoffaufnahme 45 Mikromol Og. 
Zur vollstindigen Oxydation von 15 Mikromol Glykogen (als Glu- 
cose) sind 90 Mikromol O, erforderlich. Die Saéurebildung nimmt 
ab und, vorausgesetzt, da& sie mit dem Kohlenhydratabbau zu- 
sammenhingt, ist anzunehmen, daB die gebildete Saiure in weniger 
saure Intermediirsubstanzen wberfihrt wird. 

Zusatz von Brenztraubensiure in dieser Periode erhéht die 
Atmung um 25—30/, (Orstrém nach Lindahl und Ohman 1988). 
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Nach vielen Beobachtungen zu urteilen, folgt die Glykogenolyse 
in der weiteren Entwicklung allgemein bekannten Abbauwegen (vel. 
z. B. far die Milchséurebildung Perlzweig und Barron 1928, 
Zielinski 1939, fir Cozymase im Seeigele: Runnstré6m 1933b, 
Lindahl] 1936, EinfluB von Jodacetat Runnstrém 1985c, 
Orstrém und Lindberg 1940 diskutieren dies kurz). 


c) Strukturverainderungen 


Die in der Tabelle 22 unter dieser Gruppenbezeichnung zu- 
sammengefiihrten Verinderungen besitzen wahrscheinlich keinen 
Zusammenhang untereinander. Sie haben gemeinsam, daB sie durch 
Veranderungen der Struktur entstehen kénnen, entweder rein 
physikalisch durch kolloidale Verinderungen im Protoplasma oder 
chemisch durch Abbau der Proteine. 


Die bei der Entwicklungserregung gebildete freie «-Amino- 
siure ist wahrscheinlich Histidin (vgl. 8. 129). 


Die Zunahme von Histidin im Trichloressigséureextrakt und 
proteingebundenem Amid-NH, (Glutaminyl) 10 Minuten nach 
der Befruchtung beruht auf einer Spaltung komplexer stickstoff- 
haltiger Substanzen, mdglicherweise unter dem EinfluB von Pepti- 
dasen, die in ziemlich groBer Menge im Ei von Paracentrotus 
lividus vorhanden sind (Holter und Lindahl! 1940). Wahrend 
der Entwicklung konnten die Verfasser in verschiedenen Teilen 
der Eier oder Embryonen keinerlei Verénderung der Peptidase- 
menge nachweisen (vgl. auch Doyle 1938). Unter den von Holter 
und Lindahl! angegebenen Versuchsbedingungen wird nur die 
Knzymmenge, nicht aber ihre Aktivitaét gemessen. Es ist folglich 
méglich, daB die Peptidaseaktivitét im Ei der Enzymmenge nicht 
entspricht und bei der Entwicklungserregung zunimmt. 

Die Anderung des Gehaltes an freiem und gebundenem Ca 
(Mazia 1937) kann Veraénderungen der Struktur und des Stoff- 
wechsels zur Folge haben. Das Verhaltnis Ca/K kann nach Gerard 
(1936, 8. 196) von wesentlicher Bedeutung fiir die kolloidale Dis- 
persitat und die Stoffwechselverénderungen sein. 


Beim Seeigelei ist ein Antagonismus zwischen dem die Quellung 
beférdernden K-Ion und dem fallenden Ca-Ion festgestellt (vgl. 
z. B. Runnstrém 1925). Es ist sehr wohl méglich, da8 durch die 
Bildung von freiem Ca, wodurch das Verhaltnis Ca/K verandert 
wird, kolloidale Verénderungen im Ki eintreten. 

















Chemische Vorginge bei der Eintwicklungserregung des Seeigeleies 157 


3. Verkettung der Reaktionen vor, wahrend und nach der 
Entwicklungserregung 


In diesem Abschnitt wird versucht, die bis jetzt untersuchten 
Reaktionen in einen Zusammenhang zu bringen und ihre Ver- 
kettung unter verschiedenen physiologischen Verhaltnissen zu ver- 
folgen. 


a) Unbefruchtete Hier 


Infolge der Anwesenheit von Adenosindesaminase, . Glu- 
taminase und der erforderlichen Substrate ist eine Ammoniak- 
bildung méglich. Glutamin kommt in freier Form vor (6,39 Mikro- 
mol pro Kubikzentimeter Kier); ob Adenosin vorhanden ist, ist 
nicht untersucht worden, aber aus Adenosintriphosphorsaure 
(5,6 Mikromol pro Kubikzentimeter Eier, vgl. Kapitel 4), kénnte 
durch Kinwirkung von im Ei befindlichen Phosphatasen Adenosin 
gebildet werden, das dann als Muttersubstanz fiir die Ammoniak- 
bildung dient. 


Die folgenden Reaktionen kénnten der Ammoniakbildung im 
unbefr. Ei zugrunde legen: 


1. Adenosintriphosphorsaure ->» Ammoniak + Inosin + 3 Phosphat. 
2. Glutamin - Glutaminsaure + Ammoniak. 


Moglicherweise wird auch durch Reaktionen, bei denen in 
Analogie zu den Verhaltnissen bei der Entwicklungserregung Poly- 
nucleotide eine Rolle spielen, Ammoniak abgespalten. 


Die Atmung des unbefr. Hies betrigt etwa 2,3 Mikromol 
Sauerstoff pro Stunde und Kubikzentimeter Kier. Nach dem oben 
Gesagten kénnten Kohlenhydrate als Substrate fir die Atmung 
dienen. Das unbefr. Ei ist eine Zelle mit sehr niedrigem Stoff- 
wechsel, bei welchem die Spaltungen dominieren, und die Synthesen 
fehlen, wenigstens was die bis jetzt untersuchten Reaktionen an- 
belangt. Der geringe Stoffwechsel reicht gerade aus, um einen 
niedrigen Grundumsatz aufrechtzuerhalten, der fiir das Leben der 
Zelle notwendig ist. Zu diesem Grundumsatz gehért auch die Auf- 
rechterhaltung einer bestimmten kolloidalen Struktur, welche die 
Knzymtiatigkeit, z. B. die der glykogenabbauenden Enzyme, der Des- 
aminasen und der Pyrophosphatasen hemmt. Im intakten Ki 
sind alle diese Enzyme, nach direkten Messungen zu urteilen, 
wenig aktiv oder inaktiv, im Brei dagegen ist ihre Aktivitat 
erheblich. 
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b) Die Entwicklungserregung 


Um sich ein Bild davon machen zu kénnen, wie die chemischen 
Veranderungen bei der Entwicklungserregung miteinander ver- 
kettet sind und aufeinander einwirken, mite man zunachst fest- 
stellen, in welcher Reihenfolge diese Veranderungen eintreten. 
Experimentell ist diese Frage aus technischen Grinden schwer zu 
klaren. Auf Grund der folgenden Uberlegungen laBt sich jedoch 
eine gewisse Reihenfolge aufstellen: 


1. Es ist wahrscheinlich, daB bei der Entwicklungserregung 
physiologisch wirksame Substanzen zuerst als eme Art von Kata- 
lysatoren in relativ klemer Menge gebildet werden. Diesem Initial- 
vorgang folgen sodann mengenmafig gréfere Veranderungen. 
Werden die bei der Entwicklungserregung eintretenden chemischen 
Verinderungen ihrer GréBenordnung nach geordnet, so ergibt sich 
folgende Reihenfolge: Ammoniak (+ 0,54), Oxypurine (+ 1,60), 
NH,-bindende Gruppen (— 1,60), Glutamin (+ 1,85 fur das freie 
und + 6,0 fiir das gesamte Amidammoniak), Atmung (+ 2,3), 
Saurebildung (+ 6,7), Kohlenhydratabbau (— 9,3 Glykogen und 
— 1,3 reduzierender Zucker) und Histidin (+16). Die Angaben in 
den Klammern zeigen die Verainderungen, die 10 Minuten nach 
der Befruchtung im Verhaltnis zu den unbefr. Eiern eingetreten 
sind in Mikromol pro Kubikzentimeter Eier. 


2. Eimige bei der gewoéhnlichen Entwicklungserregung be- 
schleunigte Reaktionen, z. B. die Ammoniakbildung aus Amino- 
purinverbindungen, werden auch im Brei nach Zusatz von cyto- 
lysiertem Sperma beschleunigt; demzufolge ist anzunehmen, daB 
sie dem direkten EinfluB des Spermiums unterworfen sind. Diese 
Reaktionen sollten also in einem friihen Stadium der Aktivierung 
auftreten und nicht erst durch Koppelung anderer Prozesse ent- 
stehen. Es handelt sich um die Ammoniakbildung und méglicher- 
weise um die Glykogenolyse, sowie um gewisse Strukturverinde- 


rungen (Orstrém und Lindberg), die ebenfalls nach Spermazusatz 
im Brei auftreten kénnen. 


3. Die Befruchtung des Seeigeleies ist auch unter anaeroben 
Bedingungen méglich (Runnstrém 19380b, Harvey, E. B. 1930 
und Barron 1932 und eigene Beobachtungen). In diesem Falle 
tritt Membranbildung ein und die Rinde verindert sich, dagegen 
bleibt der Spermakern ohne aufzuquellen dicht unterhalb der Rinde 
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liegen (Orstrém nach Runnstrém 1988a). Die Hier entwickeln 
sich, wenn sie nicht zu lange in der Stickstoffatmosphare verbleiben, 
normal weiter. Unter der Voraussetzung, daB die chemischen Reak- 
tionen anaerob und aerob in der gleichen Art miteinander verkettet 
sind, ist anzunehmen, daB die anaerob verlaufenden Reaktionen 
bei der Entwicklungserregung friiher als die aeroben auftreten. 


Die Bildung von leicht hydrolysierbaren Substanzen im Ei- 
wasser (8S. 28) verlauft aerob parallel zur Ammoniakbildung, und man 
kann vermuten, daB dies auch anaerob der Fall sein wird. Die leicht 
hydrolysierbare Substanz nimmt bei der anaeroben Befruch- 
tung Zu. 


Die enzymatische Desaminierung von Adenylsdéure und ihre 
Aktivierung durch Sperma geht in Luft wie in Stickstoff mit genau 
derselben Geschwindigkeit vor sich. Auf Grund der groBen Ahn- 
lichkeit der enzymatischen Desaminierung im Brei und der bei der 
Entwicklungserregung vorkommenden Ammoniakbildung ist an- 
zunehmen, daB die Ammoniakbildung bei der Entwicklungserregung 
auch anaerob verlaufen kann. 

Kbenfalls schemt der Abbau der Kohlenhydrate, wenigstens in 
den ersten Stufen, nicht an die Atmung gebunden zu sein, daer auch 
im Brei unter Zusatz von Toluol unbehindert vor sich geht. 


Unter Beriicksichtigung der soeben angefiihrten Griinde kann 
folgende Verkettung und Reihenfolge der chemischen Verainderungen 
bei der Entwicklungserregung angenommen werden: 


1. Ammoniakbildung durch Hydrolyse von Aminopurin- 
derivaten?). 


2. Anfangsstadien des Kohlenhydratabbaues und Saurebildung. 
Nicht naher untersuchte Strukturverdénderungen?). 


3. Atmungssteigerung unter der katalytischen Einwirkung 
von Ammoniak auf verbrennbare Substrate (Kohlenhydrate oder 
Kohlenhydratspaltprodukte oder méglicherweise auch Fette?). 


4. Synthese von Glutamin (vorausgesetzt, da8 Glutamin in 
diesem Stadium durch Synthese und nicht durch Spaltung von 
Glutaininylpeptiden entsteht). 


1) Unter dem direkten EinfluB des Spermiums. 

2) Es ist hervorzuheben, daB durch Zusatz von Ammoniumchblorid zu 
unbefr. Eiern ihre Atmung nicht vollstandig bis zu der Atmung der befr. 
Kier ansteigt. Vgl. Kap. 7. 








160 Ake Orstrém, 


Man kann hiernach bei der Entwicklungserregung den fol- 
genden Zusammenhang vermuten: 


1. Aminopurinverbindungen -> Oxypurinverbindungen + Ammoniak 


 —_— 


K | 
2. Ammoniak + Glutaminsiure “> Glutamin | 
Y Y 
Energie durch die Atmung Beschleunigung der 
Atmung 


Nach R. 8. Lillie (1931) deuten die experimentellen Daten 
darauf hin, daB die erste Stufe der Entwicklungserregung in einer 
Verainderung (z. B. Hydrolyse) irgendeiner Substanz in der Ober- 
flache oder in der kortikalen Zone des Eies besteht, durch welche 
ein spezifisches Stoffwechselprodukt (aktivierende Substanz) an- 
gehéuft und dadurch das Ei zur Entwicklung befahigt wird. 
Lillie vermutet, daB die Hydrolyse von Phosphatestern hierbei 
eine wichtige Rolle spielen kénnte. Bis jetzt ist es jedoch nicht 
gelungen, bei der Entwicklungserregung des Seeigeleies Phosphat- 
veranderungen nachzuweisen. Nach den obigen Ausfiihrungen 
kénnte die Ammoniakabspaltung eventuell die von Lillie ver- 
mutete Reaktion darstellen. 


c) Die weitere Entwicklung nach der Entwicklungs- 
erregung 


Aus der Tab. 22 und der Fig. 14 ist zu ersehen, daB die bei 
der Entwicklungserregung durch Spaltung angehiuften Substanzen 
bei der weiteren Entwicklung wieder verschwinden. Dies bedeutet, 
daB die fir die Entwicklungserregung typischen Spaltungen nicht 
mehr tiberwiegen, sondern nun die Synthesen die wichtigste Rolle 


spielen. Die einzige bis jetzt gefundene Ausnahme hiervon stellt 
die Atmung dar, die weiter steigt. 


Die Synthesen verlangen Energie, welche von den Atmungs- 
prozessen (Verbrennung von Kohlenhydraten) geliefert wird. 
Nachdem diese Synthesen in Gang gekommen sind, ist das Hi in 
ein Stadium eingetreten, welches sich chemisch gesehen wesentlich 


von dem Zustand des unbefr. Eies und der Entwicklungserregung 
unterscheidet. 
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Ammoniak, Glutamin und wahrscheinlich auch die Oxypurine 
nehmen nach der Entwicklungserregung ungefahr gleichmaBig ab. 
Man kénnte fiir diese Periode folgendes Schema aufstellen: 


1. Ammoniak + Oxypurine -> Aminopurine. 
2. Ammoniak + Glutaminsiure == Glutamin. 


Die Reaktion 1) verliuft hier im Vergleich zu den vorher- 
gehenden Stadien in entgegengesetzter Richtung, was auf die 
energetische Kopplung mit der Atmung zuriickzufiihren ist. 

Die Reaktion 1) kann in diesem Stadium im Brei auch von 
rechts nach links verlaufen, wie die Desaminierungsversuche zeigen. 
In den Kiern tiberwiegt jedoch das Verschwinden des Ammoniaks. 
Das ungefaihr parallele Verschwinden von Ammoniak, Oxypurinen 
und Glutamin wird auf die Bildung von Aminopurinen zuriick- 
gefiihrt und kénnte in Zusammenhang mit dem Aufbau von neuen 
Proteinen oder Enzymen stehen. 


4. Vergleich der bei der Muskelkontraktion und der Entwicklungs- 
erregung des Seeigeleies stattfindenden Vorgange 


Im obigen ist bei der Verainderung des Aktivitaétszustandes oft 
der Vergleich zwischen Muskel und Seeigelei herangezogen worden. 
Ks erscheint vielleicht befremdend, zwei Zellen mitemander zu ver- 
gleichen, deren Funktion und Bau so verschieden sind. Hierzu ist 
zu bemerken, daB erstens die Biochemie der Muskelzelle unter den 
bis jetzt untersuchten tierischen Zellen am besten bekannt ist, und 
daB zweitens z. B. Loeb u. a. friithere Forscher ebenfalls die Muskel- 
kontraktion mit der Entwicklungserregung verglichen haben. Dieser 
Vergleich kann jetzt infolge der Vervollstindigung der bekannten 
Tatsachen genauer durchgefiihrt werden. In der untenstehenden 
Tab. 24 sind die Veranderungen bei der Muskelkontraktion mit 
denen bei der Entwicklungserregung des Seeigeleies verglichen. 
Wie zu ersehen, sind tiberraschend viele Ahnlichkeiten vorhanden. 

Kine Ammoniakbildung findet sowohl bei der Muskelkon- 
traktion als auch bei der Entwicklungserregung des Seeigeleies 
statt. Im Seeigelei sind die Muttersubstanzen der Ammoniak- 
bildung in der Polynucleotidfraktion zu suchen. Im Muskel bildet 
Adenylsiiure die Ausgangssubstanz in Form von ATP. 

Das Enzym der Ammoniakbildung im Muskel ist die Muskel- 
adenylsiuredesaminase. Beim Seeigelei deuten die Befunde auf 
Adenosindesaminase hin. Ihre Aktivitat wird durch die vom Sperma 
mitgefiihrten Substanzen enzymatischer Natur erhdht. 
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Tabelle 24 


Vergleich der chemischen Veranderungen bei der Muskel- 
kontraktion und der Entwicklungserregung des Seeigeleies 

















Veranderung bei der Muskel- Veranderung bei der Entwicklungs- 
kontraktion erregung des Seeigeleies 
Ammoniakbildung aus Adenylsiure!) | Ammoniakbildung aus Aminopurin- 
- verbindungen 
Keine Veranderung der Amide?) Zunahme von Glutamin 
Abnahme des Glykogens? * °) Abnahme des Glykogens’) 
Miichséurebildung* *) Saurebildung, jedoch nicht Milch- 
saurebildung?) ; 
Atmungssteigerung*°) Atmungssteigerung?) 
Bildung von freiem P und Verande- Keine direkt nachweisbare Verande- 
rung der Phosphatester*) rung der Phosphatester’) 
Hemmung der Milchsaurebildung Hemmung der Glykogenolyse durch 
durch Jodacetat®) Jodacetat?) 
Hemmung durch NaF‘) Keine Hemmung durch NaF*) 
Hemmung der Glykogenolyse durch Hemmung der Glykogenolyse durch 
Phlorizin*) Phlorizin‘) 
Abnahme der extrahierbaren Pro- Abnahme der extrahierbaren Pro- 
teine’) teine*) 


Abnahme von K°§) Zunahme von freiem Ca im Ei*) 


1) Literatur bei Schneller (1935). 1) Orstrém und Lindberg (1940). 


2) Mann (1931). 2) Literatur bei Lindahl (1938c). 
3) Liter. z. B. Parnas (1937, 1940). | 3) Unveréffentlichte Versuche (Lind- 
4) Needham, D. M. (1932). berg). 

5) Meyerhof, O. (1930). 4) Runnstrém (1937). 

6°) Needham, D. M. (1937). 5) Runnstrém (1939a). 


*) Literatur bei Mirsky (1936b). 
*) Fenn (1936), S. 256. 





Der Glutamingehalt verandert sich bei der Entwicklungs- 
erregung des Seeigeleies. Uber den Gesamtamidstickstoffgehalt vor 
und nach der Muskelkontraktion stellte Mann (1931) Unter- 
suchungen an. Diese Analysen, die keinen Unterschied ergaben, 
sollten mit neueren Methoden wiederholt werden. 


Glykogen verschwindet in beiden Fallen. Die Zwischenstufen 
und die Hemmbarkeit des Abbaues sind jedoch verschieden. Im 
Muskel geht der Abbau iiber phosphorylierte Zwischenstufen, die 
durch NaF, Jodacetat und Phlorizin gehemmt werden, zu Milch- 
séure. Im Seeigelei fiihrt der Abbau dagegen zu bisher noch un- 
bekannten Substanzen, und es tritt in diesem Falle keine direkt 
meBbare Veranderung der Phosphatester oder des freien P ein. 
Da Phlorizin hemmend wirkt, ist von Orstrém und Lindberg 
angenommen worden, daB der Glykogenabbau im Seeigelei zunachst 
uber phosphorylierte Stufen geht (Bildung von Coriester). Dies 
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stimmt mit der Tatsache tiberein, da8 Phosphatasen vorhanden 
sind, die eventuell gebildete Phosphatester schneller spalten kénnen, 
als Glykogen abgebaut wird, demzufolge keine Phosphatester an- 
gehiuft werden. Beim Muskel hemmt Jodacetat die Oxydoreduk- 
tionen und die Umphosphorylierungen, beim Seeigelei wird der 
Abbau von Glykogen durch Jodacetat auch gehemmt. Dies wirkt 
auf die Verbindung von Glykogen mit komplexeren Bestandteilen 
des Protoplasmas, die bei der Entwicklungserregung eintritt, 
hemmend (Ubergang von Lyo- zu Desmoglykogen wird gehemmt, 
unver6ffentlichte Versuche von Lindberg). 

Vgl. auch die Befunde von Brachet und Needham (1935) 
bei der Entwicklung des Froscheies, die einen Abbau von Desmo- 
glykogen zeigen, wahrend Lyoglykogen konstant bleibt. Einen 
analogen Fall stellt die Substrataktivierung durch Methylglyoxal 
dar, das sich mit Glutathion (GSH) zu einem dehydrierbaren. Halb- 
mercaptol verbindet. Dieses kann dann von dem Enzym Gly- 
oxalase angegriffen werden. Durch Thiodtherbildung mit dem Sub- 
strataktivator GSH hemmt Jodessigsiure diese Reaktion (Bersin). 
Durch abnliche Reaktionen mit SH-Gruppen ware dann die 
Wirkung von Jodessigséure 1m Seeigelei zu erklaren. 

GroBe Ahnlichkeiten sind ferner auch bei den Struktur- 
veranderungen zu finden. Die extrahierbaren Proteine nehmen so- 
wohl beim Muskel als auch beim Seeigelei bei der Aktivierung ab. 
Strukturelle Veranderungen sind sowohl bei der Erregung des See- 
igeleies (Runnstrém 1928b) wie bei der Muskelkontraktion nach- 
gewiesen (vgl. z. B. Bernal 1937). | 

Kolloidale Verainderungen kénnen durch Verschiebung des 
Verhaltnisses Ca/K entstehen (Gerard 1936). Sowohl beim Muskel 
wie beim Seeigelei wird dieses Verhiltnis bei der Aktivierung ver- 
andert, im Muskel durch Diffusion von K aus der Zelle (Fenn 1936), 
beim Seeigelei durch Freiwerden von gebundenem Ca. 

_ Der Stoffwechsel anderer Eizellen ist nicht so genau untersucht, 
da8 man ihn mit dem des Seeigeleies vergleichen kénnte. Nur der Stoff- 
wechsel des Froscheies ist durch die Untersuchungen von Brachet 
ziemlich genau bekannt. Im Gegensatz zum Seeigelei steigt die 
Atmung in diesem Falle bei der Befruchtung nicht, Glykogen wird 
nicht abgebaut (Brachet und Needham 1935), eine Milchsaure- 
bildung findet ebenfalls am Anfang der Entwicklung nicht statt 
(Lennerstrand 1983, Brachet 1984a). Ob Ammoniakbildung 
bei der Entwicklungserregung stattfindet, ist nicht bekannt, da 
nur das Eiwasser analysiert ist (Brachet 1939). Ferner ist beim 
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Froschei die Entwicklung bis zur Gastrulation auch unter anaeroben 
Verhialtnissen méglich (Lennerstrand 1983 und Brachet 1934a), 
was darauf hindeuten kénnte, daB das Froschei vielleicht einen 
Spezialfall darstellt. 


5. Die Wirkungen des Spermiums bei der Entwicklangserregung 


Durch die oben beschriebenen Gamonwirkungen (Andro- 
gamon 1 und Gynogamon 1) findet das Spermium seinen Weg zum 
Ei, und durch wechselseitige Einwirkung von Androgamon IT und 
Gynogamon II werden die Oberflichen von Spermium und Hi der- 
art verindert, da8 ihre Verschmelzung erleichtert wird. 


An der Stelle, an der das Spermium die Eioberfliche trifft, 
tritt zunachst punktf6rmig eine Verainderung auf, die sich dann 
wellenférmig iiber das ganze Ki verbreitet. Dieser Vorgang ist nach 
Runnstrém (i1928a) leicht im Dunkelfeld zu verfolgen (Ki von 
Psammechinus miliaris). 


Diese Welle ist die erste Verinderung des Kies unter dem Ein- 
fluB des Spermiums, die im Mikroskop zu erkennen ist. [hre Wan- 
derung iiber das ganze Ei dauert bei Echinocardium 6—8 Sekunden 
(Runnstrém) und bei Arbacia 9,9 Sekunden (Moser 1939a). 
Diese Verainderung bei der Befruchtung von Arbaciaeiern ist von 
Lindah] (1932) im Hellfeld wie im Dunkelfeld beobachtet worden. 
Moser (1939a und b) hat die Angaben Lindahls bestatigt und den 
Vorgang mit Mikrophotographien belegt. Der beschriebene Vor- 
gang spielt sich ab, bevor die Befruchtungsmembran gebildet ist. 
Bei der Bildung der Befruchtungsmembran kann ein ahnliches 
Phinomen dann und wann beobachtet werden. Im Beriihrungs- 
punkt des Spermiums mit dem Ei entsteht eine kleine Blase, und 
von hier aus wird dann die Befruchtungsmembran abgehoben. | 


Die Wirkungen des Spermiums bei der Entwicklungserregung 
sind aber hiermit nicht erschépft. Die durch die vorliegenden 
Untersuchungen festgestellten Verhialtnisse fiihren zu der Auf- 
fassung, da das Spermium Substanzen enthalt, die im unbefr. Ei 
vor sich gehende Reaktionen spezifisch beschleunigen (z. B. Be- 
schleunigung der Ammoniakbildung und der Glykogenolyse). Dies 
sowle die teilweise reversible Befruchtungsreaktion leitet zu der 
Schlu8folgerung, daB im Spermium vorhandene Substanzen, sobald 
Spermium und Ei zusammenstoBen, in das Ei diffundieren. Es ist 
jedoch schwer zu verstehen, wie diese kolloidalen hochmolekularen 
Substanzen mit so groBer Geschwindigkeit in das Ei diffundieren 
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kénnen, daB eine Rethe von Reaktionen schon sehr bald nach dem 
Spermazusatz maximal beschleunigt ist, z. B. Ammoniakbildung 
oder Glykogenolyse. Parat (1933) zeigte, daB im Akrosomen von 
Discoglossus Stoffe enthalten sind, welche die Entwicklung hervor- 
rufen kénnen. Ks ist folglich méglich, daB in der Spitze des Sper- 
miums angehéufte Enzyme fiir die schnelle Entwicklungserregung 
von Bedeutung sind. 

Bei der parthenogenetischen Entwicklung finden im groBen und 
ganzen dieselben chemischen Verinderungen wie bei der gewéhn- 
lichen Entwicklungserregung statt. Dieses beweist, daB auch im 
unbefruchteten Ei alle Enzyme gebildet oder aktiviert werden 
kénnen, die fir die Entwicklungserregung notwendig sind. Es ist 
méglich, daB die Enzymaktivierungen bei der parthenogenetischen 
Entwicklungserregung eine wichtige Rolle spielen, und da8 der 
Initialeffekt des Spermiums und autokatalytische Wirkungen im 
Ei sich addieren, um auf diese Weise die schnellen Stoffwechsel- 
veranderungen bei der Entwicklungserregung zu erméglichen. 


Zusammenfassung der Ergebnisse 


Die unten angefiihrten Angaben sind, wenn nichts anderes 
angegeben ist, Mittelwerte und in Mikromol pro 1 cem KEier 
(1,1 g Feuchtgewicht entsprechend) ausgedrickt. 


Kapitel 2, Ammoniakbildung bei der Ent wicklungs- 
erregung. 


Der Ammoniakgehalt der unbefruchteten Eier betragt 1,26. 
10 Minuten nach der Befruchtung betragt er 1,80, 180 Minuten 
nach der Befruchtung ist er auf 1.09 gesunken. Die Zunahme 
10 Minuten nach der Befruchtung ist statistisch sichergestellt 
(+ 0,54 + 0,13, n= 14). Ebenso die Abnahme nach 10—180 Mi- 
nuten. 

Hypertonisch angeregte Kier zeigen ene Ammoniakbildung, die 
von der Konzentration der verwendeten Salzlésung abhangig ist. 
Bei richtig gewahlter Konzentration sind sowohl die Ammoniak- 
bildung wie andere Stoffwechselveranderungen (Glykogenabbau, 
Atmungserhéhung und Saurebildung) von derselben Gréfen- 
ordnung wie bei der gewdhnlichen Entwicklungserregung mit 
Sperma. 

Parallel mit der Ammoniakbildung, jedoch etwa 2—3mal 
eroBer, ist das Auftreten einer Substanz im Ejiwasser, die durch 
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Kochen leicht Ammoniak abspaltet. Es wird vermutet, daB bei 
der Entwicklungserregung Glutaminylpolypeptide ins Hiwasser 
austreten, 


Kapitel 3. Die enzymatische Ammoniakbildung im 
Brei und ihre Aktivierung durch Spermazusatz. 


Die Zusammensetzung und Prifung einer der Intermizellar- 
flissigkeit der Kier entsprechenden Salzmischung wird beschrieben. 

Im Brei von unbefr. Seeigeleiern, der mit der Salzmischung 
hergestellt war, wurde die enzymatische Desaminierung von 33 Sub- 
stanzen untersucht. Zusatz von Adenosin beschleunigt die Ammo- 
niakbildung auf das 10fache im Verhialtnis zur Kontrolle ohne Zusatz, 
Muskeladenylsaure auf das 5—6fache. Schwachere Wirkungen 1 ,5- bis 
9fach) zeigten Guanosin, ATP. und Glutamin. Die Wirkung aller 
anderen lag unter dem 1,5fachen Wert der Kontrolle. 

Der Abbau von Adenylsaure im Brei von unbefruchteten Kiern 
folet den Reaktionen: 


Adenylsiure -» Adenosin +- Phosphat. 
Adenosin > Inosin + Ammoniak. 


Zusatz von Phosphatpuffer erhéht die Ammoniakbildung aus 
Adenylsaure von 3,44 auf 6,07 Mikromol Ammoniak pro Stunde. 
Die Ammoniakbildung aus Adenylsiure geht wenigstens 6 Stunden 
lang geradlinig weiter. 

Wird der Brei aus unbefr. oder eben befr. Eiern hergestellt, 
so findet man keinen Unterschied der Desaminaseaktivitat mit 
Adenylsaure als Substrat. 

Die Desaminaseaktivitit mit Adenosin und Adenylsaure als 
Substrat nimmt nach Dialyse um etwa 20°/, ab. Nach Zentri- 
fugieren findet sie sich in der schwach triiben Lésung. Die Lésung 
behalt ihre Aktivitaét im Eisschrank 4 Tage lang fast unveridndert. 

Die Desaminaseaktivitét des Spermabreies ist gering und be- 
tragt nur 1/,—1/,, derjenigen des Hierbreies. 

Die Ammoniakbildung in Breien von unbefruchteten Hiern 
wire durch Zusatz von Spermabrei erhéht. Diese Wirkung ist kein 
Additionseffekt, sondern hingt von dem aktivierenden EinfluB des 
Spermas ab. Die Aktivierung findet sowohl ohne wie mit Zusatz 
von Adenylsaure, Adenosin, ATP., Glutamin und Guanylsaure statt. 

Die Desaminaseaktivitaét betrigt mit Muskeladenylsiure als 
Substrat pro Stunde 6,07 ohne Sperma und 7,61 nach Zusatz von 
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Spermabrei. Fir Adenosin sind die entsprechenden Werte 12,86 
bzw. 14,16. 

Die Geschwindigkeit der Aktivierung der Ammoniakbildung im 
Brei nach Zusatz von cytolysiertem Sperma ist ungefaihr halb so 
groB wie bei der gewéhnlichen Entwicklungserregung, setzt sich 
aber stundenlang fort. 

Diese aktivierende Wirkung von Spermabrei auf Hierbrei ist 
noch nach Dialyse und Zentrifugierung in den triiben Lésungen 
nachzuweisen. 

Als Ursache der Aktivierung ist entweder das Entfernen von 
Hemmungen oder die Komplettierung von unvollstindigen Enzym- 
systemen angenommen worden. Zu Erzielung optimaler Ammoniak- 
aktivierung ist eine bestimmte Menge Sperma erforderlich. 


Kapitel 4. Die Veranderung der Oxypurine vor und 
nach der Befruchtung. 


Die Oxypurine wurden nach Hydrolyse mit Xanthinoxy- 
dase oxydiert und nachher die gebildete Harnsiure gemessen. Bei 
unbefruchteten Hiern wurden 3,46 Mikromol Oxypurine gefunden, 
10 Minuten nach der Befruchtung 5,08 (nach der Sauerstoffauf- 
nahme berechnet). Diese Zunahme ist statistisch sicher (1,62 --0,23). 

Bei der colorimetrischen Bestimmung der Harnséuremenge war 
das Ergebnis: Unbefr. Kier —6,34, 10 Minuten befr. = 7,26. 
Der Unterschied zwischen der Sauerstoffaufnahme und den colori- 
metrischen Werten deutet die Anwesenheit von Xanthin an. 

Diese bei der Kntwicklungserregung eintretenden Verande- 
rungen sind nicht in der in Trichloressigséure léslichen Fraktion 
nachzuweisen und betreffen also wahrscheinlich die Polynucleotide. 

Es werden die Méglichkeiten zur Bildung der Oxypurine durch 
andere Reaktionen als durch Desaminierung der Aminopurin- 
derivate besprochen. 

Die Reaktion fiir die Ammoniakbildung bei der Entwicklungs- 
erregung ist: 


Aminopurinderivate - Ammoniak + Oxypurinderivate. 

lcem Sperma enthalt nach Hydrolyse 4,9 Mikromol Oxy- 
purine. 

Kapitel 5. Bildung und Umsatz von Glutamin im 
Seeigelel. 


Die Proteine des Seeigeleis enthalten groBe Mengen leicht 
hydrolysierbaren Ammoniaks, die auf die Anwesenheit von Glut- 
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aminylresten oder anderen leicht hydrolysierbaren Amidverbin- 
dungen hindeuten. Sie betragen vor der Befruchtung etwa 5°/, 
des Gesamtstickstoffes. Bei der Befruchtung steigt das leicht 
hydrolysierbare Ammoniak in den vollstandigen Suspensionen von 
125,5 auf 1381,5 (Zunahme 6,0 -+ 1,60 statistisch sicher), in den 
proteinfreien Extrakten von 6,39 auf 8,24. Das in den protein- 
freien Extrakten vorkommende Amid ist, nach der Hydrolysen- 
kurve zu urteilen, Glutamin. 

AuBer Ammoniak bildet sich bei der Hydrolyse der vollstan- 
digen Suspensionen eine mit Wasserdampf fliichtige, mit Nessler- 
reagens nicht reagierende Base, die nach Heringslake riecht. Die 
Menge dieser Base verandert sich bei der Entwicklungserregung 
nicht. 

Glutamin wird im befruchteten Ei aus Glutammsaure und 
Ammoniak synthetisiert. Die Geschwindigkeit dieser Synthese ist 
groB. Maxima! betrug sie 8,2 Mikromol pro Stunde. Diese Syn- 
these ist fiir Glutaminsaure spezifisch und wird nicht von anderen 
Aminoséuren bewirkt. Im unbefr. Fi kommt, obgleich sowohl 
Glutaminsiure wie Ammoniak eindringen, kcine Synthese von 
Glutamin vor, wahrscheinlich, weil spezielle energetische Kopp- 
lungen dafiir notwendig sind, die vor der Befruchtung nicht vor- 
handen sind. 

Zugesetztes Glutamin wird sowohl im unbefr. wie im befr. 
Ei gespalten. Hier hegt also im befr. Ei eine biologisch reversible 
Reaktion vor, deren Gleichgewicht bei etwa 80—85°/, Glutamin 
hegen durfte. 


Glutamin + Glutaminséure + Ammoniak. 


Zugesetztes Glutamin wird in den Eiern angehauft. Die Kon- 
zentration von Glutamin in 1 ccm Etwasser/1 ecm Eier betragt fiir 
unbefr. Eier 1/4,8, fiir befr. 1/15,8. 


Kapitel 6. Ammoniakakkumulation im Seeigelei. 


Im Seeigelei konnen groBe Mengen von Ammoniak gespeichert 
werden. Das Verhaltnis der Ammoniakkonzentration in 1 ecm 
Eiwasser zu derjenigen in 1 ccm Eiern ist bei unbefr. Eiern maximal 
1/15, bei befr. maximal 1/800. 

Die Anhaufung ist bei den unbefr. Eiern klein (maximal 
7,5 Mikromol). Bei den befr. ist sie 10—15mal gré8er und betragt 
maximal 85 Mikromol. Trotz des groBen Unterschiedes in der 
Ammoniakspeicherung ist die Initialgeschwindigkeit der Ammoniak- 
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aufnahme bei derselben Ammoniakkonzentration vor und nach der 
Befruchtung gleich grof. 

Das gespeicherte Ammoniak befindet sich in einer sehr lockeren 
Bindung vor, aus der es durch Fixierung oder durch basische Farb- 
stoffe wie Dimethyl-p-phenylendiamin oder Pyocyanin wieder gelést 
werden kann. Der oberflachenaktive Octylalkohol bewirkt dies nicht. 


AuBer Ammoniak kénnen andere Substanzen, wie z. B. Glu- 
tamin, gespeichert werden. Es ist deshalb angenommen worden, daB 
Ammoniak von besonderen NH,-bindenden Gruppen gespeichert 
wird. Mit hypertonischen Salzlésungen angeregte Hier verhalten 
sich wie Kier in der durch Sperma verursachten Entwicklungs- 
erregung. Die Ammoniakanhaufung ist noch 14 Stunden nach der 
Befruchtung sehr groB (58 Mikromol). 


Das px ist fir die Geschwindigkeit der Ammoniakspeicherung 
von groBer Bedeutung. Bei px 9 wird Ammoniak schneller ge- 
speichert als bei px 8. Bei pu 6 ist die Speicherung kaum meBbar. 
Dies gilt sowohl fur befr. wie unbefr. Eier. Fir die Ammoniak- 
akkumulation wird folgende Gleichgewichtsreaktion angenommen: 


Ammoniak -++ Protein + Ammoniumproteinat. 


Bei der Bindung von Ammonium spielen elektronegative 
Gruppen der Proteine eine Rolle. Unter verschiedenen physio- 
logischen Umstanden kénnen sowohl die Menge der NH,-bindenden 
Gruppen wie die Dissoziation zwischen Ammonium und Protein 
verdndert werden. 


Kapitel 7. Der Einflu8 von Ammoniumsalzen auf 
Stoffwechsel und Morphologie des Seeigeleies. 


Die Atmung der unbefr. Kier wird durch Zusatz von Ammo- 
niumchlorid erhéht und zwar um so mehr, je gréBer die zugesetzte 
Ammoniakmenge ist. Sie kann fast bis zu dem Werte der befr. 
Kier steigen. Die Atmung der befr. Eier verandert sich da- 
gegen bei Zusatz von Ammoniumehlorid wenig. 


Der respiratorische Quotient der unbefr. Kier nach Zusatz von 
Ammoniumehlorid ist etwa 1, was auf eine Verbrennung von 
Kohlenhydraten deutet. Wenn die Ammoniumkonzentration steigt, 
sinkt der respiratorische Quotient. Bei den befruchteten Eiern 
hat Zusatz kleiner Mengen Ammoniumsalz keme Wirkung aui 
den respiratorischen Quotienten; letzterer sinkt jedoch mit stei- 
gender Konzentration des Ammoniumsalzes. 
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Durch Zusatz von gewissen Aminoséuren, vor allem Glutamin- 
siure und Histidin — wobei diel-Saéuren wirksamer sind als die d- 
Sauren —wird die Ammoniakspeicherung unbefr. Kier beschleunigt. 

Die HKindringungsgeschwindigkeit der bis jetzt untersuchten 
Aminosauren in das unbefr. Ki konnte nicht gemessen werden, da 
die Menge der «-Aminogruppen im Eiwasser zunimmt. 

Die morphologischen Veranderungen der unbefr. Kier in Gegen- 
wart von Ammoniumchlorid allein und noch deutlicher nach Zusatz 
von Ammoniumchlorid + Histidin oder Glutaminsaure bestehen 
hauptsichlich in Veranderungen des Kernvolumens und Ausbildung 
von chromosomenartigen Gebilden im Kern. Je mehr Ammoniak 
aerob gespeichert wird, desto gré8er wird das Kernvolumen. Diese 
Veranderungen treten nicht anaerob auf, obgleich in diesem Falle 
mehr Ammoniak gespeichert wird. 

Die Atmung steigt nach Zusatz von Ammoniak und Amino- 
siuren und zwar um so mehr, je mehr Ammoniak gespeichert ist. 
Zuerst wird das Ammoniak gespeichert, dieses wirkt dann sekundir 
auf die Atmung ein. 

Die Bedeutung des bei der Entwicklungserregung gebildeten 
Ammoniaks kénnte folglich darin bestehen, daB es katalytisch die 
Verbrennung von Kohlenhydraten beschleunigt und so zu der At- 
mungssteigerung beitragt. 

Bei befr. Kiern fallt die Wirkung von Ammoniumsalzen und 
Aminoséuren weniger auf. Bei diesen dndern sich Atmung wie 
Kernvolumen unter diesen Bedingungen wenig. 


Kapitel8. Reihenfolge und Verkettung der chemi- 
schen Verinderungen bei der HEntwicklungserregung 
und der weiteren Entwicklung. 


Im Ei kénnen folgende Befruchtungsstadien unterschieden 
werden: 

1. Das unbefruchtete Ki. Das latente Stadium. 

2. Die Befruchtungsreaktion. Durch wechselseitige Wirkung 
von Androgamonen und Gynogamonen wird der Weg des Sper- 
miums zum Ei und ihre gegenseitige Verschmelzung erleichtert. 

3. Die Entwicklungserregung. Stadium der Hydrolyse und 
Anhaufung von Abbauprodukten, wodurch die schnelle Entwick- 
lungserregung erméglicht wird. 

4, Die weitere Entwicklung. Stadium der Synthesen. 

Die im Ki vorkommenden fiir den Stoffwechsel wichtigen Fak- 
toren kénnen in 3 Gruppen geordnet werden: 
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Ammoniakumsatz: Bildung von Ammoniak, Oxypurinen und 
Amiden. 


Kohlenhydratabbau: Glykogen- und Abbau red. Zucker, Saure- 
bildung und Atmungssteigerung. 


Strukturveraénderungen: Veranderung der NH,-bindenden 
Gruppen, Verinderung der Fraktionen des léslichen Stickstoffs 


und Auftreten von freiem Ca. Die Griinde fiir diese Gruppierung 
werden diskutiert. 


Die Verkettung der bei der Kntwicklungserregung eintretenden 
Reaktionen wird folgendermaBen angenommen: Ammoniakbildung 
und Kohlenhydratabbau unter dem direkten Einflu8 des Sper- 
miums, Atmungssteigerung durch die katalytiseche Wirkung des 
Ammoniaks und sodann Bildung von Glutamin. Bei der weiteren 
Entwicklung verlaufen die Reaktionen anders als bei der Ent- 


wicklungserregung, wahrscheinlich infolge energetischer Kopp- 
lungen. 


Die bei der Muskelkontraktion und der Entwicklungserregung 
des Seeigeleies vor sich gehenden Reaktionen werden verglichen und 
iiberraschend viele Ahnlichkeiten gefunden. 


Die Spermienwirkung wird besprochen. 
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Uber die Photooxydation des Cholesterins 


Von 


A. Windaus, K. Bursian und U. Riemann 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universititslaboratorium Géttingen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26. August 1941) 


Wie Schulze und Winterstein!) zuerst nachgewiesen haben, 
wird Cholesterin am Licht bei Anwesenheit von Sauerstoff unter 
Gelbfarbung und Erniedrigung des Schmelzpunktes langsam ver- 
andert. Augenscheinlich handelt es sich um eine Photooxydation. 
Lifschitz hat darauf aufmerksam gemacht, daB8 ein solches 
Cholesterin eine Farbreaktion mit Eisessig und konzentrierter 
Schwefelsiure gibt, wie sie fiir sein ,,Oxycholesterin’ charak- 
teristisch sein soll?). Mit ,,Oxycholesterin“ bezeichnet Lifschitz 
ein gelbes, amorphes Material, das unter der Einwirkung verschieden- 
artiger Oxydationsmittel aus Cholesterin entsteht und sicher nicht 
einheitlicher Natur ist. 

Vor einigen Jahren haben Rosenheim und Starling?) nach- 
gewiesen, daB im Lifschiitzschen ,,Oxycholesterin“ in geringer 
Menge ein hochschmelzender, krystallisierter Stoff vorhanden ist, 
der sich mit Arsentrichlorid oder Trichloressigséure blau farbt, eine 
typische Farbreaktion mit Eisessig und konzentrierter Schwefelséure 
liefert, und der nach Butenandt und Hausmann’) ein 4-4,5-Cho- 
lesten-38,6-diol darstellt. 

Leichter noch als von sichtbarem Licht wird Cholesterin bei 
Zutritt von Sauerstoff von ultraviolettem Licht angegriffen. 
Beumer®) hat solche Versuche durchgefiihrt und hat gefunden, 
daB Cholesterin, das an der Luft mit der Héhensonne bestrahlt 





1) Diese Z. 48, 316 (1904/05); 48, 546 (1906). 
*) Diese Z. 53, 140 (1907). 

3) J. Soc. Chem. Ind. 52, 1056 (1933). 

4) Ber. chem. Ges. 70, 1154 (1937). 

5) Klin. Wschr. 5, 1692 (1926). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 271 12 





j 
v 
f 
f 
| 
i 


178 A. Windaus, K. Bursian und U. Riemann, 


worden ist, ebenfalls die Farbreaktionen des ,,Oxycholesterins‘‘ 
liefert®). 

Ein besonderes Interesse hat das an der Luft bestrahlte Chole- 
sterin dadurch gewonnen, dab Roffo’) behauptet hat, daB ein 
solches Cholesterin cancerogene Eigenschaften besitze. Roffo 
hat gefunden, da8B bestrahltes Cholesterin, dem Rattenfutter bei- 
gemengt, nach etwa 24 Monaten bei einem hohen Prozentsatz der 
Tiere im Magen adenocarcinomatése Tumorbildungen und bisweilen 
in der Leber Tumoren vom Typus eines Spindelzellensarkoms 
hervorrufe®). 

Uber die chemischen Reaktionen, die bei der Photooxydation 
des Cholesterins vor sich gehen sollen, hat Roffo bestimmte Vor- 
stellungen entwickelt, die aber chemisch nicht ausreichend be- 
srindet sind. Nach Roffo soll aus dem Cholesterin hierbet unter 
Verlust der Seitenkette ein Stoff C,,H,,0, entstehen, ,,um daraufhin 
durch Dehydrierung den allen krebserzeugenden Kohlenwasser- 
stoffen eigenen Phenanthrenkern zu bilden‘*. — Eine Reindar- 
stellung solcher Reaktionsprodukte ist Roffo indessen nicht ge- 
lungen; und auch Bergmann und Mitarbeiter®), die die Versuche 
von Roffo nachgepriift haben, scheinen aus dem _ bestrahlten 
Cholesterin keine reinen Stoffe isoliert zu haben. Sie geben an, 
daB bei der Bestrahlung des Cholesterins der Angriff des Sauerstoffs 
an der Doppelbindung und an der sekundiéren Alkoholgruppe 
erfolge, und da8 bei sehr langer Bestrahlung amorphe Ketoséuren 
von der Formel (C,,H,,03), und C,,H,,0, entsténden. 

Bergmann und Mitarbeiter?) haben ferner gepriift, ob das 
ultraviolett bestrahlte Cholesterin, wenn es in benzolischer Lésung 
auf die Haut der Maus gepinselt wird oder in Ollésung unter die 
Haut gespritzt wird, cancerogen wirkt. Unter diesen Bedingungen 
haben sie keine Tumoren erzeugen kénnen. Die Fiitterungsversuche 
von Roffo scheinen indessen noch nicht in umfassender Weise 
nachgepriift worden zu sein. 

$) Vor kurzem haben de Fazi und Banchetti [Chem. Z. (1941), I, 1039} 
mitgeteilt, da8 man durch Bestrahlen einer benzolischen Lésung von Chole- 
sterin und Benzophenon einen neuen Stoff vom Schmelzp. 251—253° und 
[a]p = — 156,3° erhalten kénne, in welchem mit Brom keine Doppelbindungen 
mehr nachweisbar seien. 

*) Z. Krebsforsch. 47, 473 (1938). 

8) §. Roffos zahlreiche Arbeiten im Boletin del Instituto de Medicina 
experimental, Buenos Aires, seit 1934. 

*) Bergmann, Starely, Strong u. Smith, Amer. J. Canc. 38, 81 
(1940). Vgl. auch Bergmann, Z. Krebsforsch. 48, 546 (1939). 
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Wir haben uns darum schon vor einigen Jahren entschlossen, 
den Versuch zu machen, aus dem ultraviolett bestrahlten Chole- 
sterin einheitliche Stoffe zu isolieren und auf ihre cancerogenen 
Figenschaften zu untersuchen. Die Untersuchungen waren sehr 
langwierig und mithevoll; die von Roffo vermuteten aromatischen 
Kohlenwasserstoffe vom Phenanthrentypus haben wir nicht zu 
isolieren vermocht, aber auch die Bildung krystallisierter Ketone 
haben wir nicht beobachtet. Die drei krystallisierten Stoffe, die _ 
wir im bestrahlten Cholesterin aufgefunden haben, besitven die 
Formel C,,H,g0, und sind ,,Oxycholesterine‘’. Das in iiber- 
wiegender Menge vorhandene ist das «-7-Oxycholesterin, in geringer 
Menge findet sich auch das 4-4,5-Cholesten-3,6-diol von Rosen- 
heim. Von einem dritten Oxycholesterin, das noch unbekannt zu 
sein scheint, haben wir die Konstitution aus Materialmangel noch 
nicht geklart. Wir sind damit beschaftigt zu priifen, ob das 
a-7-Oxycholesterin oder das A-4,5-Cholesten-3,6-diol beim Ver- 
fiittern an Ratten Krebs zu erzeugen vermdgen. 


Der Umstand, dab das 7-Oxycholesterin aus dem Cholesterin 
an Luft und Licht gebildet wird, ist interessant, weil das 7-Oxy- 


cholesterin unter passenden Bedingungen in 7-Dehydrocholesterin, 
das natiirliche Provitamin, tibergehen kann?®). 


Bemerkenswert ist es auch, dai Haslewood!!) aus einem 
technischen Leberpulver 7-Oxycholesterin zu isolieren vermocht 
hat. Es ist aber unsicher, ob dieses 7-Oxycholesterin urspriinglich 
in der Ochsenleber vorhanden war, oder ob es ein Kunstprodukt 
darstellt. Fiir letztere Méelichkeit sprechen eine Reihe von 
Griinden: So gibt Lifschiwtz}*) an, daB in der Leber kein Stoff 
vorhanden sei, der die typische Farbreaktion des ,,Oxycholesterins*‘ 
zeige; vor allem haben Beumer und Bischoff!*) hervorgehoben, 
daB sich in Organen niemals ,,Oxycholesterine‘‘ nachweisen lassen, 


wenn man den Sauerstoff sorgfiltig bei der Aufarbeitung des 
Materials ausschaltet. 


Bei der Bestrahlung des Cholesterins sind wir folgendermafen 
vorgegangen: 100 g Cholesterin wurden in diinner Schicht auf eine 
Glasplatte ausgebreitet und 48 Stunden in etwa 50cm Abstand 
mit der Quarzquecksilberlampe (220 Volt, 2,5 Amp.) bestrahlt. 





10) Windaus, Lettré u. Schenck, Liebigs Ann. 520, 98 OREM: 
11) Biochemic. J. 38, 709 (1939). 

12) Diese Z. 68, 222 (1909). 

13) Klin. Wschr. 8, 1351 (1929). 
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Ab und zu wurde das Cholesterinpulver mit einem Spatel neu 
durchgemischt. Nach dieser Zeit wurde das bestrahlte Cholesterin 
in der eben ausreichenden Menge siedendem Methanol gelést; das 
nach dem vollstandigen Abkiithlen auskrystallisierte Cholesterin 
wurde abgesaugt und griindlich mit Methanol ausgewaschen. Es 
gab keine Lifschiitzsche Farbreaktion mehr und war praktisch 
rein. Aus den Mutterlaugen krystallisierten beim Konzentrieren 
noch weitere Mengen Cholesterin aus, die aber erst nach mehr- 
fachem Umkrystallisieren aus Methylalkohol rein waren. Gesamt- 
ausbeute an unverindertem Cholesterin durchschnittlich 70 g. Die 
gesamten Mutterlaugen wurden dann eingedampft, der Riick- 
stand (etwa 80g) wurde in Ather gelést und in einen neutralen 
und einen sauren Anteil zerlegt. Die Ausbeute an Saéuren betrug 
15 g, sie sind schwer zu reinigen und noch nicht eingehend unter- 
sucht. Der neutrale Anteil wird in alkoholischer Lésung in einen 
mit Digitonin fallbaren und einen nicht fallbaren Anteil zerlegt. 
Der fallbare Anteil wurde mit Pyridin-Ather gespalten und gab 
durchschnittlich 6 g Material. das noch ein wenig Cholesterin ent- 


hielt. Der nicht fallbare Anteil ist noch nicht weiter untersucht 
worden. 


Der fallbare Anteil (6 g) wurde in Benzol-Benzin (1: 4) gelést 
und auf eine Aluminiumoxydsiule!*4) von 4¢m Durchmesser und 
25 em Lange gegossen. Zum Entwickeln des ,,Chromatogramms‘‘ 
wurde nachgewaschen mit 400 ecm Benzol-Benzin (1: 4), 250 cem 
Benzol-Benzin (1:1) und 8150 ccm Benzol-Benzin (1:1) mit 
einem Gehalt von 0,5°/, Methylalkohol. Die verschiedenen Zonen 
im Chromatogramm lassen sich, wie Herr Dr. Brockmann seinerzeit 
beobachtet hat, unterscheiden durch ihre Fluorescenz im ultra- 
violetten Licht und durch ihr Verhalten zu Antimontrichlorid- 
Chloroform. Die schwer auswaschbaren Fraktionen geben eine sehr 
intensive blaue Farbreaktion mit Antimonchlorid, wie sie nach 
Barr und Mitarbeitern!) fiir 45§-7-Oxycholestene charakteristisch 
sein soll. In den ersten 700 ccm-Filtrat ist sehr wenig Material, das 
keine Antimonchloridreaktion gibt. Das Bild der Saéule im Ultra- 
violett sieht in diesem Stadium folgendermaBen aus: erst oben 
eine weiblich fluorescierende Zone, darunter eine gelb fluorescierende 
Zone, dann eine nicht fluorescierende Zone, und ganz unten eine 





14) Aluminiumoxyd III nach Brockmann u. Schodder, Ber. chem. Ges. 
74, 73 (1941). 


18) Barr, Heilbron, Parry u. Spring, J. Chem. Soc. 1986, 1437. 





es. 


Uber die Photooxydation des Cholesterins 181 


blau fluorescierende Zone. Die blau fluorescierende Zone laBt sich 
mit weiteren 1100 ccm Benzol-Benzin auswaschen, sie gibt mit 
Antimonchlorid eine rétlich-gelbe Farbenreaktion; mit weiteren 
500 com Lésungsmittel wird die gelb fluorescierende Zone aus- 
gewaschen, sie gibt mit Antimonchlorid eine violette Farben- 
reaktion und enthalt noch etwas Cholesterin. Mit 1500 ccm 
Lésungsmittel wird schlieBlich die weiBlich fluorescierende Zone 
ausgewaschen; diese gibt eine auferordentlich intensive rein 
blaue Farbreaktion mit Antimonchlorid und enthalt die Haupt- 
menge des Materials. Dieses wird nun noch ein zweites Mal an 
Aluminiumoxyd IIT adsorbiert und mit Benzol, das 0,5°/, Methyl- 
alkohol enthaélt, eluiert. Alle mit Antimonchlorid intensiv blau 
reagierenden Fraktionen werden eingedampft; der Rickstand 14Bt 
sich aus Aceton oder Essigester umkrystallisieren und schmilzt 
bei 176°. Bei der Verbrennung gibt das Material Zahlen, die auf die 
Formel C,,H,,0, passen. Hs ist aber noch nicht einheitlich, denn 
wenn es in der tblichen Weise mit Benzoylchlorid und Pyridin 
verestert wird, gibt es zwei verschiedene Benzoate, die sich durch 
fraktionierte Krystallisation aus Ather-Methanol trennen lassen. 
Das schwerer lésliche Benzoat (a) bildet dreiseitige Blattchen, 
die fest an der Wand haften und bei 133° schmelzen. Es gibt 
weder mit Antimontrichlorid noch mit Trichloressigséure eine 
Farbung. Nach der Analyse ist es das Dibenzoat eines Oxy- 
cholesterins. 


4,597 mg Subst.: 13,560 mg CO,, 3,660 mg H,O. 
CyH.0, Ber. C 80,60 H 8,91 Gef. C 80,45 H 8,91. 
Der dem Dibenzoat entsprechende Alkohol schmilzt nach 
dem Umkrystallisieren aus Essigester bei 177° und gibt mit 
Antimonchlorid und Trichloressigséiure ebenfalls keine Farbreaktion. 


Sein Dinitrobenzoat krystallisiert aus Aceton in gelblichen 
Nadeln und schmilzt bei 176°. 


5,030 mg Subst.: 11,475 mg CO,, 2,790 mg H,O. 

C,,H;,0,,N, Ber. C 62,25 4H 6,37 Gef. C 62,22 H 6,21. 

Dieses Oxycholesterin scheint neu zu sein. 

Das leichter lésliche Benzoat (B) bildet feine glaénzende 
Nadeln vom Schmelzpunkt 173° und gibt eine intensiv blaue Farb- 
reaktion mit Antimonchlorid. Es gibt mit «-7-Oxycholesterin- 
dibenzoat keine Schmelzpunktserniedrigung und zeigt auch 
dasselbe Drehungsvermégen wie dieses. 6 mg Substanz, 2 ccm 
Chloroform, 1 = 1dm, « = + 0,29°, [a]n = ++ 96,5°. 
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Auch das entsprechend dargestellte Dinitrobenzoat zeigt 
denselben Schmelzpunkt und dieselben Eigenschaften wie das- 
jenige des «-7-Oxycholesterins. 

4,780 mg Subst.: 10,915 mg CO,, 2,690 mg H,O. — 3,561 mg Subst.: 
0,222 com N, (21°, 766 mm). 

CuH;,0,N, Ber. C 62,25 H6,37 N 7,09 
Gef. ,, 62,28 », 6,30 »» 7,30. 

Es unterliegt also keinem Zweifel, daB das «-7-Oxycholesterin 
bei der Ultraviolettbestrahlung des Cholesterins entsteht, und 
zwar scheint es unter den fabbaren Reaktionsprodukten das in 
iiberwiegender Menge vorhandene Material zu sein. 

Aus den am schwersten auswaschbaren Fraktionen 
1aBt sich, auch ohne vorausgehende Digitoninfallung, in geringer 
Menge ein in den iiblichen Lésungsmitteln sehr schwer ldslicher 
Stoff gewinnen, der, aus viel Aceton umkrystallisiert, erst tiber 
247° schmilzt. Er ist nach der Analyse ebenfalls ein Oxycholesterin. 

4,608 mg Subst.: 13,555 mg CO,, 4,790 mg H,O. 

C.,H,,0, Ber. ©8053 H 11,52 Gef. © 80,23  H 11,63. 

Sein Diacetat schmilzt nach dem Umkrystallisieren aus 
Methylalkohol bei 133°. 

Sein Dibenzoat, das mit Benzoylchlorid—Pyridin bereitet 
worden ist, schmilzt nach dem Umkrystallisieren bei 180—181°. 
10,5 mg Subst.: 2cem Chloroform, 1=1dm, a = —0,38°, [a]p = 
— 72,5°. 

Auf Grund dieser Eigenschaften kann mit Sicherheit gesagt 
werden, daB es sich um das 44:5-Cholesten-3,6-diol handelt. 


Zusatz bei der Korrektur am 1. September 1941. Erst 
jetzt haben wir Kenntnis erhalten von einer Arbeit von Winter- 
steiner und Bergstrém [J. of Biol. Chem. 187, 785 (1941). 
Diese Forscher haben kolloidal geléstes Cholesterin bei 85° mit 


Luft behandelt und dabei «-7-Oxycholesterin und 7-Oxo-chole- 
sterin erhalten. 
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Zur Kenntnis der Spongine 
Von 


D. Ackermann und Charlotte Burchard 





(Aus dem Physiologisch.-Chemischen Institut der Universitat Wiirzburg) 
(Der Sehriftleitung zugegangen am 31. August1941) 


Nachdem festgestellt war, daB im Spongin aus Badeschwamm 
sich nicht nur Dijodtyrosin, sondern auch Dibromtyrosin findet?), 
legten wir uns die Frage vor, ob dies die einzigen halogentragenden 
Aminoséuren dieses EiweiBkoérpers seien. 

Bei der Aufarbeitung einer Barytspaltung von 1660 g Spongin 
aus Badeschwamm waren 12,57 g, d. h. also 0,79°/, eimes Gemenges 
von etwa 4 Mol Dibromtyrosin und 1 Mol Dijodtyrosin erhalten 
worden. Legt man nun den von uns (vgl. unten) gefundenen durch- 
schnittlichen Jod- und Bromwert des Spongins mit der Annahme 
zugrunde, dai saimtliches Halogen in diesem Eiweibkoérper nur 
an Tyrosin gebunden vorkime, so miiBte eine Ausbeute von 
11,38°/, eines solchen Gemenges von Dijodtyrosin und Dibrom- 
tyrosin erwartet werden, also weit iiber das 10fache des ge- 
fundenen Wertes. Wenn auch diese Differenz eine grofe ist, liebe 
sie sich immer noch durch Verluste bei der Spaltung und Auf- 
arbeitung erklaren, um so mehr, als dabei voluminédse Nieder- 
schlige erzeugt werden miissen, die Gelegenheit zu reichlichen 
Adsorptionen geben kénnten. Wir haben deshalb noch einen 
anderen Weg eingeschlagen und festzustellen versucht, wieviel 
freies Tyrosin sich nach Enthalogenieren des Barytspaltungs- 
gemisches des Spongins erhalten lat, und diese Menge mit der- 
jenigen verglichen, welche sich ergibt, wenn man die gesamte 
Brom- und Jodmenge des Spongins (2,93°/) Br und 1,41°/, J) nur 
auf halogeniertes Tyrosin bezieht. Bei einer solchen Berechnung 
kommt man zu 4,32°/, Tyrosin, wihrend die nach Hydrolyse und 
Halogenabspaltung wirklich erhaltene Tyrosinmenge nur 1—2°/, 
betragt. Im einzelnen bestimmten wir hier das Tyrosin nach Folin 
und Marenzi2) auf kolorimetrischem Wege und fanden nach 
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12stiindiger Spaltung des Spongins mit 20°/,iger Natronlauge 
and 5stiindigem Kochen mit Zinkstaub bei schwach saurer Reaktion 
zum Y%weck der MHalogenabspaltung: 2,17°/, Tyrosin. Nach 
18stiindiger Hydrolyse in 40°/,iger Schwefelséure und 5stiindiger 
Zinkbehandlung: 1,16°/, Tyrosm und nach 21stindiger Baryt- 
spaltung und 6stiindiger Zinkbehandlung: 1,36°/, Tyrosin. Im 
letzteren Falle wurde ein Teil des Tyrosins zur Wagung gebracht 
sowie analysiert und der Rest im Filtrat colorimetrisch bestimmt. 

Ein Abzug vorgebildeten Tyrosins, das also schon ohne die 
reduzierende Zinkbehandlung vorgelegen hatte, braucht nicht vor- 
genommen zu werden; zwar gibt das ungespaltene Spongin sowohl 
die Millonprobe wie die Probe von Gerngro8-Vo8-Herfeld?), 
und da diese beiden Proben bei Dijodtyrosin versagen, mu8 ihr 
positiver Ausfall wohl auf halogenfreies Tyrosin bezogen werden, 
aber es kann sich dabei nur um sehr wenig handeln, da EK. Abder- 
halden und E. Strau8*) bei Sdurespaltung des Spongins iiber- 
haupt kein Tyrosin finden konnten. Auferdem wiirde ja bei 
Vorhandensein gr6Berer Mengen vorgebildeten Tyrosins der Unter- 
schied zwischen dem gefundenen und dem im gegebenen Falle zu 
erwartenden Tyrosin nur noch gréf8er werden. 

Nach alledem koénnen Dijodtyrosin und Dibromtyrosin nicht 
die einzigen halogenhaltigen Bausteine des Spongins sein. 

DaB in halogenhaltigen GeristeiweiBkérpern das Halogen 
auBer am Tyrosinkomplex nech an anderen Stellen angeheftet sein 
miisse, ist auch friiher schon behauptet worden. So halt C. Th. Mér- 
ner®) die Annahme fiir vollig unmdglich, daB in dem Gorgonin 
der Korallenart Primnoa lepadifera der gesamte Bromgehalt in 
Form von Dibromtyrosin gebunden sein sollte, und dies gilt nach 
ihm, mutatis mutandis auch fir die J-Bimdung in den jodreicheren 
Formen des Gorgonins. Ferner kommt A. Oswald®) auf Grund 
der von ihm beobachteten leichten Abspaltbarkeit eines Teiles des 
Jods zu dem SchluB, daB ,,auch im Spongin mindestens zwei 
Bindungsorte des Jods anzunehmen“ seien. 

Um nun eine Vorstellung zu bekommen, in welcher Form die 
Halogene sich noch sonst im Spongin gebunden finden kénnten, 
wurden einige orientierende Versuche unternommen. 

H. Pauly und K. Gundermann’) haben vor Jahren einmal 
die Frage nach anderen jodbindenden Systemen in Eiweifspalt- 
produkten in Angriff genommen und dabei vor allem Indol- und 
Imidazolderivate ins Auge gefaBt. Obwohl schon vorher C. Neu- 
berg®) ein Jodtryptophan durch Jodierung von Tryptophan 
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erhalten hatte, itber dessen nihere Zusammensetzung er allerdings 
keine Angaben machte, Ilehnen Pauly und Gundermann doch 
die Méglichkeit des Vorkommens einer solchen Verbindung im 
Eiwei8 als unwahrscheinlich ab. Bei ihren Jodierungsversuchen 
der Indole trat nimlich das Jod in die B-Stellung ein, so daB sich 
z. B. Scatol nicht als jodierbar erwies. Dasselbe nehmen sie deshalb 
fir das ja auch in f-Stellung des Indolkernes substituierte Trypto- 
phan an. 

Um uns vorerst iiber ein Vorkommen von Tryptophan im 
Schwamm zu unterrichten, wurde nach langwieriger Barythydro- 
lyse und Beseitigung des Bariums eine Fallung mit Hopkins- 
reagens (Quecksilbersulfat und Schwefelsaure) erzeugt, nach déren 
Zersetzung die Glyoxylsdiureprobe auf Indolderivate negativ ausfiel. 
Diese Reaktion he8 sich auch dann nicht erzeugen, wenn vorher 
noch eine Halogenabspaltung durch mehrstiindiges Kochen mit 
Zinkstaub vorgenommen war. Wir méchten daher ein jodiertes 
und auch bromiertes Tryptophan ausschlieBen. 

Ginstiger wird von Pauly und Gundermann die Moglich- 
keit des Vorkommens eines Jodierten Histidins im EFiweiB beurteilt. 


_ Sie weisen darauf hin, daf wohl nur wenige organische Ver- 


bindungen so glatt Jod aufnehmen wie die Imidazole. Allerdings 
ist es spiter Pauly®) nicht gelungen, durch direkte Jodierung zu 
einem Jod- oder Dijodhistidin zu gelangen, wiewohl Histidin 
ebenso leicht und ebensoviel Jod absorbiert wie diejenigen seiner 
Derivate, von denen Jodverbindungen isoliert werden konnten. 
Dabei gelang immerhin die Gewinnung eines Tetrajodhistidin- 
anhydrids. 

Nun gibt, wie wir feststellten, das ungespaltene Spongin die 
fir Histidin und gewisse andere Imidazole charakteristische Pauly- 
sche Diazoprobe sehr deutlich. Ob sie fiir halogeniertes Histidin 
in Betracht kommt, ist unbekannt, aber auch wenn dies zutreffen 
sollte, diirfte immer noch nicht bindend auf das Vorkommen von 
Halogenhistidin geschlossen werden. Es wurde nimlich der posi- 
tive Ausfall dieser Probe allein auf das im Spongin vorhandene 
Dijodtyrosin bezogen werden kénnen, von dem wir nach W.Ko- 
mant!°) wissen, daB es eine intensive Reaktion mit Diazo- 
benzolsulfosiure gibt. Histidin selbst ist von A. Kossel und 
Fr. Kutscher!!) und spater von V. J. Clancey?*) vergeblich im 
Schwamm gesucht worden, und auch wir konnten nach 13stiindiger 
Schwefelsiiurehydrolyse von 50 g Badeschwamm zwar eine geringe 
Diazoprobe feststellen, aber trotz aller darauf verwendeter Mihe 
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(PWS.-Fallung, Beseitigung des Arginins mit Flaviansiure, 
Fallungsversuche mit Pikrolonsiure und Nitranilsdure) kein Histi- 
din isolieren*). 

Der Versuch wurde noch einmal wiederholt, jedoch unter 
Anwendung von Salzséiure und Zinnchlorir als Hydrolysierungs- 
mittel. Auf diese Weise sollte etwa gebundenes Halogen vom 
Histidin abgespalten werden; aber auch unter diesen Bedingungen 
gelang die Isolierung von Histidin aus Spongin nicht. 

Somit glauben wir auch das Vorkommen von halogeniertem 
Histidin im Spongin ausschlie8en zu kénnen. 

Unwahrscheinlich ist ferner nach den Ausfiihrungen von 
Pauly und Gundermann das Vorhandensein von jodiertem 
Prolin und Oxyprolin, wozu an sich die Méglichkeit insofern vor- 
liegen wiirde, als Abderhalden und StrauB*) 6,3°/, Prolin im 
Spongin feststellen konnten. 

Wir haben nun erneut eine Gesamtelementaranalyse desjenigen 
Spongins vorgenommen, das bei weitem am hiufigsten Gegenstand 
der Untersuchungen war, nimlich des Spongins aus Badeschwamm. 
Ks schien uns das noétig, vor allem auch in Riicksicht auf den Brom- 
gehalt, der von alteren Autoren zum Teil vernachlassigt war. Im 
Falle der Untersuchung von EK. Harnack?*) hat dies sogar direkt 
failschend auf die Bestimmung des Jodgehaltes gewirkt. Da sich 
der Autor hier namlich der Cariusmethode bediente, muBte das 
Jodsilber mit betrachtlichen Mengen Bromsilber verunreinigt zur 
Wagung kommen. Abgesehen davon erhielten wir ibrigens bei 
einer gelegentlichen Anwendung des Cariusverfahrens auf Spon- 
gin und bei (unerlaubter) Umrechnung des gesamten Halogen- 
silbers auf ,,Jod“: 4,94 und 4,92°9/,, waihrend Harnack 1,5°/, 
angibt. 

Zur Jod- und Brombestimmung bedienten wir uns, wie in der 
friiheren Arbeit!) eines Verfahrens von Leipert bzw. Leipert und 
Watzlawek. Nach vielen Versuchen mit anderen Verfahren halten 
wir dies fiir das derzeitig beste, wenn wir auch trotz sorgsamster 
Handhabung bei Kontrollanalysen reiner Substanzen neben richti- 
gen Werten manchmal aus uns unbekannten Griinden etwas 





*) Demgegeniiber gelang bei verschiedenen Hydrolysen des Spongins 
aus Badeschwamm ohne Schwierigkeit die Isolierung von Arginin als Nitra- 
nilat, Flavianat und Kupfernitratsalz, und die des Lysins als Nitranilat und 
Pikrat. Wir verzichten auf Wiedergabe der Analysenzahlen, da das Vor- 
kommen dieser beiden Aminosiuren schon von A. Kossel und F. Kutsc her?!) 
hier erwiesen ist. 
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gu niedrige Werte fir Jod und Brom erhielten. Beim Spongin sind 
wir nun meist zu Jod- und Bromwerten gekommen, deren Uhber- 
einstimmung zu wiinschen iibriglaSt. Da wir anfangs glaubten, da 
die angewandten Mengen von etwa 6mg (im Hochvakaum bei 
100° getrocknet nach Entkalkung mit Essigséure; westindischer 
Badeschwamm Yellow der Firma A. J. Maillis, Berlin-Lankwitz) 
gu gering seien, wurde das Preglsche Spiralrohr an demjenigen 
Teil, der die Substanz aufnimmt, so erweitert, daB eine Menge 
von etwa 100 mg Spongin in einem entsprechend groBen Platin- 
schiffchen verbrannt werden konnte. Trocknung und Wagung 
erfolgte vorher in einem vergréBerten ,,8chweinchen“ nach Pregr. 
Aber auch jetzt blieben die Abweichungen der Prozentzahlen des 
Halogengehaltes bestehen. Wir neigen daher zu der Annahme, dab 
der Brom- und Jodgehalt der verschiedenen Stiicke ein und des- 
selben Schwammes erheblich schwankt. 

Ks liebe sich dies ausgleichen, wenn man das Spongin in ein 
staubfeines Pulver verwandeln und nach griindlicher Durch- 
mischung zur Analyse bringen kénnte. Indessen sind alle von uns 
hierauf gerichteten Versuche fehlgeschlagen. Ob man nun das 
getrocknete Material mit Sand verreibt und den Sand durch 
Abschlammen abtrennt oder nach Einfrieren mit fliissiger Luft 
und Zermorsern der harten Masse zum Ziel zu kommen sucht, 
immer bleibt, auch wenn man die gréberen Teile durch ein Sieb 
abtrennt, ein auBerst leichtes, lockeres, an Haare erinnerndes Faser- 
gewebe zuriick, das unter dem Mikroskop ein Gewirr von unver- 
sehrtem Maschenwerk erkennen lift. Wir haben uns deshalb 
schlieBlich mit der Feststellung der Mittelwerte unserer Analysen- 
zahlen begniigen miissen. 


Spongin aus westindischem Badeschwamm 


(Mikroanalysen mit Ausnahme der drei letzten J- und Br-Bestimmungen, 
bei denen etwa 100 mg verbrannt wurden.) 








C H N J Br S Asche Cl 
47,09 6,01 16,17 1,99 3,54 | 0,87 1,42 0 
46,73 6,47 15,99 | 1,66 4,12 1,23 
47,08 6,16 1,98 3,05 1,15 
47,11 6,51 1,17 1,93 0,73 

0,88 3,13 1,36 
0,77 1,82 1,05 





























Mittel: | 47,00 | 628 | 16,08 | 1,41 | 2,93 | 087] 1,16 | o 
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Hin besonderes Augenmerk wandten wir noch der Frage nach 
organisch gebundenem Chlor im Spongin zu, wie solches von 
F. Hundeshagen#4) seinerzeit in tropischen und subtropischen 
Schwimmen festgestellt und auch von C. Th. M6rner?) in Gorgo- 
ninen beobachtet wurde. Wir bedienten uns dabei der Chromy]- 
chloridmethode?*) nach vorbereitender Mineralisierung des Spon- 
gins in einer Schmelze von Natrium hydricum puriss. e Natrio. Es 
lieB sich indessen kein organisch gebundenes Chlor feststellen. 

Ebenso wie nach den Untersuchungen Morners der Halogen- 
gehalt in den Gorgoninen verschiedener Herkunft erheblich schwankt, 
ist dies auch bei den Sponginen der Fall. F. Hundeshagen}4) fand 
in Hornschwimmen aus tropischen und subtropischen Gegenden 
betrachtliche Jodmengen; so enthalt nach ihm Luffaria cauliformis 
8—10°/, (Horngeriist), Aplysina compressa 9—10°/,, Verongia plici- 
fera 11—14°/,, in der Fleischmasse 10°/, Jod. AuBerdem wurden 
noch 1—-2°/, Brom und Chlor beobachtet, und zwar alle Halogene 
in organischer Bindung. Euspongia (Badeschwamm), Euchalina, 
Chalinopsis und ahnliche enthielten nur wenig Jod. ° 

Auch wir haben tropische bzw. subtropische Schwimme auf 
ihren Jod- und Bromgehalt untersucht und verdanken das wert- 
volle Material dazu vor allem Herrn Prof. W. Arndt1’) (Museum 
fir Volkerkunde, Berlin), der uns auch sonst aufs freundlichste 
beraten hat, ferner den Zoologischen Stationen in Neapel und 
Rovigno, sowie der Wiirttembergischen Naturaliensammlung in 
Stuttgart. 

In keiner dieser von uns untersuchten Schwammarten erhielten 
wir so hohe Zahlen fiir Jod und Brom wie Hundeshagen, wobei 
allerdings zu bemerken ist, daf wir wohl nur in einem Falle (Aply- 
sina compressa) genau die gleiche Schwammart, wie er sonst nur 
verwandte, zur Verfiigung hatten. Ob die Abweichungen metho- 
dische Griinde haben, ist nicht zu entscheiden, da Hundeshagen 
sich tiber das von ihm angewandte Verfahren nicht naher auBert. 
Eine gewisse Rolle kénnte vielleicht auch das Alter des Materials 
spielen, denn es handelte sich bei uns durchweg um Museumsstiicke, 
die schon seit etwa 40, 60, ja 90 Jahren aufbewahrt waren. Ob 
dieses lange Lagern auf den Halogengehalt einen EinfluB hat, ver- 
mégen wir nicht zu entscheiden, halten es aber fiir unwahrscheinlich. 

Abgesehen von Aplysina compressa, die mit Essigsaure entkalkt 
war, kamen die Schwiémme unverandert zur Untersuchung. Der 
Aschegehalt wurde jedesmal mitbestimmt und dann in Abrechnung 
gebracht. Vorher erfolgte Trocknung bei 100° im Hochvakuum. 





ARSE BG blo cA 





sa REA Newlein 8 









Zur Kenntnis der Spongine 


Aplysina compressa, Curacao. . . . . 0,43 0,25 
Lufaria sp. Westindien ....... 2,66 4,36 
Verongia tenuissima, Haiti. .... . 1,31 6,25 
Aplysina aerophoba, Rovigno .... 0,94 2,85 
Spinosella sororia, Jamaica .... . 1,12 0,00 
Zusammenfassung 


Ks besteht die begriindete Annahme, daB sich auBer dem Di- 
jodtyrosin und dem kirzlich von uns hier aufgefundenen Dibrom- 
tyrosin noch andere halogentragende Spaltungsprodukte im Spongin 
des Badeschwammes finden. 

Dabei kénnen Tryptophan und Histidin als Trager von Halo- 
genen ausgeschlossen werden. 

Kis wurde eine neue durchgehende Elementaranalyse des Spon- 
sins aus Badeschwamm gebracht, sowie eine Anzahl Jod- und 

3romwerte von tropischen bzw. subtropischen Schwimmen. 


Die Arbeit wurde mit Beihilfe der Deutschen Forschungs- 
cvemeinschaft durchgefithrt. 
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Nachtrag zu der Arbeit: 


-yEinige Beobachtungen iiber das Wachstum ~ 
des Mause-Ascites-Tumors und seine Beeinflussung 
Von 
Hans Lettré 


(Aus der chem. Abteilung des Allg. Instituts gegen die Geschwulstkrankheiten 
im Rudolf Virchow-Krankenhaus Berlin) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. September 1941) 


In der im Titel genannten Arbeit!) hatte ich eine Berechnung 
iiber die Teilungsgeschwindigkeit der Krebszelle angegeben und 
war zu dem Ergebnis gekommen, daf in zwei bis zweieinhalb 
Tagen eine Verdopplung der Zahl der Krebszellen stattfindet. 
Ich habe dies formuliert: ,,Fiir die Zeit, in der die Zelle des 
Ascites-Tumors heranwiichst und einen Teilungsvorgang durch- 
macht, kann man also annihernd einen Wert von 2—2'/, Tagen 
ansetzen.“ In einer Diskussion im Anschlu8 an einen Vortrag 
iiber den Ascites-Tumor wurde der Einwand gemacht, da8B mit 
dieser Berechnung nur die Bilanz zwischen sich vermehrenden 
und absterbenden Zellen erfabt werde, daB also die Vermehrungs- 
geschwindigkeit der einzelnen Zelle griéBer sein miisse. Wenn 
wir auch im Ascites-Tumor einen Tumor vor uns haben, bei dem 
die Krebszelle sicher gute Ernihrungsbedingungen hat, so werden 
wir doch mit der Méglichkeit rechnen miissen, daB wihrend des 
Wachstums des Ascites-Tumors eine Anzahl von Zellen zugrunde 
gehen, tiber deren Zahl man jedoch keinen Anhalt hat. Zur Be- 
urteilung der Wachstumsgeschwindigkeit des Ascites-Tumors geht 
man daher besser von einer voraussetzungsloseren Berechnung 
aus, indem man an Stelle der Zellenzahlen die unmittelbar meb- 


baren Ascites-Mengen einsetzt. Statt der friiher verwendeten 
Forme! benutzen wir die Formel 


1) H. Lettré, Diese Z. 268, 59 (1941). 
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in der A, die Ascitesmenge zur Zeit des Maximums der Gewichts- 
kurve der Maus (= Maximalgewicht minus Anfangsgewicht) be- 
deutet. A, ist die in allen Fallen iiberimpfte Menge von 0,2 ccm, 
t die Zeit in Tagen und ty die Zeit der Verdopplung der Ascites- 
menge. Aus den Werten fiir die schon friiher verwendeten 
200 Kontrolltiere wurden die Werte fiir t,,; nach dieser Formel 
berechnet. Sie sind in der Tabelle zusammengestellt. 





ty in Tagen Anzahl der Tiere 

Q—0,5 keine 

0,5—1 keine 
1—1,5 13 
15-2 68 
2—2,5 89 
25—3 26 
3—3,5 4 

3,5—4 keine 
200 





Auch unter der Verwendung der Ascitesmengen zur Berechnung 
ist der Wert von 2—2,5 Tagen der hiaufigste, daneben kommt 
aber eine Teilungszeit von 1,5—2 Tagen auch oft vor. Diese 
hier angefiihrten Teilungszeiten sind nach dem oben Gesagten 
gréBer als die Teilungszeiten der einzelnen Krebszelle, diirften 
aber in der GréBenordnung mit diesen iibereinstimmen. Die 
friher angegebene Zeit von 52—65 Tagen, die man bei Versuchen 
mit dem Ascites-Tumor mindestens abwarten mub, um mit einer 
restlosen Vernichtung der Krebszellen rechnen zu kénnen, wird 
durch diese Art der Berechnung nicht verandert. 
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Zur Wirkung von Trypaflavin auf den Mause-Ascites-Tumor’), 
Von 
Hans Lettré. 
Mit 4 Figuren im Text. 


(Aus der chem. Abteilung des Allgemeinen Instituts gegen die Geschwulstkrankheiten 
im Rudolf Virchow-Krankenhaus Berlin) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. September 1941) 


In eimer vorangehenden Arbeit!) wurde iiber die Wirkungen 
berichtet, die das Mitosegift Colchicin auf die Entwicklung des 


Mauseascitestumors hat. Ich habe mich inzwischen mit der Ab- - 


hangigkeit der Mitosegiftwirkung von der Konstitution des Colchi- 
cins beschaftigt und eine Reihe von Derivaten des Colchicins auf 
ihre Wirksamkeit geprift?). Kine Mitosegiftwirkung findet sich 
jedoch nicht nur bei naheverwandten Derivaten des Colchicins, 
sondern in ganz heterogenen Stoffklassen. So war eines der ersten 
Mitosegifte, das Dustin?) gefunden hat, das Natriumkakodylat, 
das etwa 4/,, der Wirksamkeit des Colchicins besitzt. Auch das 
Trypaflavin, das Chlormethylat des 3,6-Diaminoacridins, besitzt 
nach Dustin die Fiéhigkeit, tierische Zellen, die sich im Teilungs- 
stadium befinden, an der Durchfiihrung der Teilung zu hindern. 
Ich habe die Wirkung des Trypaflavins auf den Mauseascitestumor 
untersucht und stelle einige Ergebnisse zusammen. 

Eine Maus von 20 g wird von 0,5 mg Trypaflavin getétet; die 
Dosis, die man maximal an fiinf aufeinanderfolgenden Tagen geben 
kann, liegt bei 0,2 mg, jedoch bewirken 5malige Gaben von je 
0,15 mg schon eine Gewichtsabnahme der Tiere (vgl. Kurve III in 
Fig. 2). Schon Mengen von 0,025 und 0,05 mg, an fiinf aufeinander- 
folgenden Tagen gegeben, bewirken eine Hemmung der Entwick- 
lung des Ascitestumors und damit ein Herausschieben des Todes 





*) In einem Vortrag iiber den Miuse-Ascites-Tumor wurde in den Collo- 
quien des Kaiser-Wilhelm-Instituts fiir medizinische Forschung in Heidelberg 
(6. I. 41) und des Chemischen Instituts der Universitat Greifswald (7. III. 41) 


schon tiber die Wirkung des Trypaflavins berichtet [vgl. Angew. Chem. 54, 
202 (1941)]. 
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der Tiere (vgl. Kurve IT und III in Fig. 1). Durch Steigerung der 
Dosis auf 0,1 und 0,15 mg 148t sich die Hemmung des Wachstums 
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Fig. 1 
Kurve I: Bei A mit 0,2 ccm Tumor-Ascites geimpft 
Kurve II: Bei A wie I, bei B 0,025 mg Trypaflavin i. p. 
Kurve III: Bei A wie J, bei B 0,05 mg Trypaflavin i. p. 
Kurve IV: Bei A wie I, bei B 0,1 mg Trypaflavin i. p. 
Kurve V: Bei A wie I, bei B 0,15 mg Trypaflavin i. p. 
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Fig. 2 
Kurve I: Bei A mit 0,2cem Tumor-Ascites geimpft 
Kurve II: Bei A wie I, bei B je 0.2 mg Rivanol i. p. 
KurvellI: Bei B je 0,15 mg Trypaflavin 
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noch verstarken (vgl. Kurve IV und V in Fig. 1). In einem gréferen 
Versuch wurden 50 Mause mit je 0,2 com Tumorascites geimpft und 
auBerdem an 5 Tagen mit je 0,125 mg Trypaflavin intraperitoneal 
gespritzt. Die Lebenstage dieser Mause sind in Tab. 1 zusammen- 
gestellt. Aus diesen Zahlen wurde die Kurve der Lebenserwartung 












































Tabelle 1 ¥ 
Lebenstage Zahl der Tiere Lebenstage Zahl der Tiere 
4 1 30 2 
8 1 31 1 
12 1 33 3 
16 ] 35 l 
17 ] 37 ] 
18 2 42 2 
19 3 43 3 
21 1 45 ] 
22 1 52 2 
24 2 55 1 
25 1 62 2 
26 3 63 1 
27 2 65 1 
28 i 69 1 
29 1 > 150 6 
50 
"5 JE DOREBAAFDBHD 426 
Fig. 3 
Kurve I: Lebenserwartung von Miusen, die mit 0,2 ccm Tumor-Ascites geimpft 
wurden 
Kurve II: Lebenserwartung von gleichen Mausen, die auGerdem 5 mal je 0,01 mg 
Colchicin erhielten / 


Kurve III: Lebenserwartung von gleichen Mausen, die auBerdem 5 mal je 0,125 mg 
Trypaflavin erhielten 


dieser Mause berechnet (Kurve III in Fig. 3). Kurve I in Fig. 3 
ist die schon friiher angegebene Kurve der Lebenserwartung von 
Miausen, die nur mit 0,2 cem Tumorascites geimpft wurden. Wah- 
rend bei den unbehandelten Méusen mit Ascitestumor nach 14 Tagen 
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50°/, gestorben sind, sind bei den mit Trypaflavin behandelten 
Mausen erst nach 81 Tagen 50°, gestorben. Die insgesamt ge- 
gebene Menge von 0,625 mg Trypaflavin verdoppelt also die mitt- 
lere Lebenserwartung der Mause mit Ascitestumor. In Fig. 3 ist 
in Kurve II die Lebenserwartung von Mausen mit Ascitestumor, 
die mit 5mal 0,01 mg Colchicin behandelt wurden, dargestellt}). 
Das Trypaflavin wirkt in der Dosis von 0,125 mg etwas besser 
als 0,01 mg Colchicin. Die Wirksamkeit des Trypaflavins kann 
man danach etwa zu 3/,, der Wirksamkeit des Colchicins an- 
nehmen. 

Zum Vergleich wurde noch ein anderes Acridinderivat, das 
tivanol (Lactat des 7-Athoxy-3,9-diaminoacridins), untersucht. In 
taglichen Mengen von je 0,2 mg erwies es sich als véllig unwirksam 
(vgl. Kurve II in Fig. 2). Der Vergleich zwischen Trypaflavin und 
Rivanol zeigt, daB die hemmende Wirkung auf den Ascitestumor 
nicht allen Acridinderivaten zukommt, und dariiber hinaus ge- 
statten die bisherigen Beobachtungen die Feststellung, daB eine 
Parallele zwischen baktericider Wirkung und hemmender Wirkung 
auf den Ascitestumor nicht besteht. Die Gleichsetzung von chemo- 
therapeutischer Wirkung und baktericider Wirkung hat in den 
Untersuchungen iiber die Beeinflussung des Tumorwachstums 
haufig dazu gefiihrt, von baktericiden Substanzen auch besondere 
Wirkungen auf die Krebszelle zu erwarten. Prontosil solubile?) und 
Rivanol als baktericide Substanzen haben keinen EinfluB auf die 
Entwicklung des Ascitestumors. Das Colchicin andererseits mit 
seiner hemmenden Wirkung auf den Ascitestumor hat in bis zu 
0,5°/jiger Losung (= Verdiinnung 1: 200) keinerlei Wirkung auf 
Bakterien’). Auf die tierische Zelle in der Gewebekultur wirkt es 
noch in einer Verdiinnung 1: 100 Millionen mitosehemmend®). Im 


Molekiil des Trypaflavins sind baktericide und hemmende Wirkung 
auf den Ascitestumor vereinigt. 


bakterizid tumorhemmend 
Prontosil, Rivanol —- - 
Colchicin — + 
Trypaflavin + + 


Von den Versuchen der Beeinflussung des Tumorwachstums 
am Tier wird man die Frage nach der Anwendung und Anwendbar- 
keit der gefundenen Ergebnisse auf die Therapie der menschlichen 
Geschwiilste stellen miissen. Das Mifverhaltnis zwischen den tie- 
rischen Testobjekten und den Gegebenheiten der menschlichen 

1S* 
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Klinik hat hier schon zu vielen Enttéuschungen gefiihrt. Vorlaufig 
muB dem Tiertumor nur die Rolle des Testobjektes zugewiesen 
werden, an dem eine weitere Steigerungsméglichkeit der Wirkungen 
durch chemische Variationen untersucht werden kann. Gerade iiber 
das Trypaflavin liegen in der Literatur®) schon Angaben iiber seine 
Verwendung in der Krebstherapie vor, die zu keinen positiven 
Ergebnissen fiihrten: das Trypaflavin ist also kein ,,Krebsheil- 
mittel’*. Vielleicht sind aber doch einige Hinweise am Platze, in 
welcher Richtung das weitere Studium der Mitosegifte notwendis 
erscheint. 

Im Jahre 1908 haben Dixon und Malden’) die pharmako- 
logische Wirkung des Colchicins untersucht und hierbei auch seine 
Wirkung auf das Blutbild und das Knochenmark gepriift. Am 
Blutbild wirkt sich das Colchicin so aus, daB der Injektion zunachst 
eine Leukopenie (Absinken der Zahl der weifen Blutkérperchen) 
folgt, der sich nach einigen Stunden eine Leukocytose (Anstieg der 
Zahl der weifSen Blutkérperchen) anschlieBt. Im Knochenmark 
finden sich im Stadium der Zellteilung fixierte Zellen. Die Leuk- 
iimie beruht auf einer ungehemmten Vermehrung der weifen Blut- 
kérperchen, sie ist den bésartigen Geschwiilsten nahe verwandt®). 
Im Zusammenhang mit den Befunden von Dixon und Malden 
und den hier beschriebenen Ergebnissen am Ascitestumor lag es 
nahe, die Wirkung des Trypaflavins auf Fille von Leukaémie zu 
untersuchen. Das Material von zwei myeloischen Leukimien, das 
ich dem Direktor des Geschwulstinstitutes, Herrn Prof. Dr. 
H. Cramer, und Herrn Oberarzt Dr. Brodersen verdanke, ist 
in Fig. 4 wiedergegeben. Daraus ist ersichtlich, daB der ersten 
Injektion des Trypaflavins ein Absinken der Zahl der weiben Blut- 
k6rperchen folgt, ohne allerdings trotz weiterer Injektionen auf dem 
niederen Niveau zu bleiben. Immerhin zeigen diese Untersuchungen 
aber, daB die im Tierexperiment festgestellten Wirkungen sich 
qualitativ gleichartig bei Wahl eines geeigneten Tumors auch beim 
Menschen nachweisen lassen. Die Wirkung des Trypaflavins ist 
jedoch nicht kausal und quantitativ nicht ausreichend, um die 
Uberproduktion der weiBen Blutkérperchen auf die Dauer kom- 
pensieren zu kénnen. Die mit Colchicin bei Leukimiefallen erhal- 
tenen Ergebnisse liegen in der gleichen Richtung wie die hier 
beschriebenen. 

Die Wirkung der Mitosegifte fiihrt nur in héheren Dosen zu 
einer Abtétung der Zelle; sie hemmen nur die Zellteilung, die sich 
nach eimer Ausscheidung des Mitosegiftes weiter durchfiihren 14Bt. 
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Bei den Versuchen mit Colchicin und mit Trypaflavin am Mause- 
ascitestumor wurden in beiden Fallen 10°/, der Tiere tiber 150 Tage 
am Leben erhalten; man kann in diesen Fallen von einer Heilung 
der Tiere sprechen. Hs ist anzunehmen, da8 diese geheilten Tiere 
eine besondere Resistenz besitzen, die sie zwar vor dem Ascites- 
tumor nicht geschiitzt hatte, die sich aber mit Unterstiitzung durch 
die Mitosegifte durchsetzen konnte. So gehért zu der Vernichtung 
der Krebszelle noch ein zweiter Faktor, der entweder durch die 
Widerstandsfahigkeit des Organismus gegeben ist oder zusdtzlich 
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ZL = Anzahl der Leukocyten in 1000/cmm 


Kurven I und IT: Leukocytenzahlen von myeloischen Leukimien, die bei den Pfeilen 
mit je 5cem Trypaflavin, 2°/,ig, intravenés gespritzt wurden 


angewendet wird. Als zweiten exogenen Faktor kénnte man an 
die Anwendung von Abwehrfermenten denken. Therapeutisch wich- 
tiger dirfte die Kombination mit der Strahlenbehandlung sein. 
Amoroso?) schreibt, da& Krebskranke, die wegen Gicht gleich- 
zeitig mit Colchicin behandelt wurden, auf die Réntgenbestrahlung 
besser ansprachen. Diese Wirkung riihrt daher, dab im Mitose- 
stadium befindliche Zellen besonders strahlenempfindlich sind. Im 
Tierexperiment!®) und in Untersuchungen am Menschen?!) haben 
sich diese Férderungen der Strahlenempfindlichkeit von Tumoren 
durch Colchicin bestiatigen lassen. 


Bei den Versuchen der Beeinflussung des Wachstums in der 
Gewebekultur und am Ascitestumor ergibt sich das resultierende 
Wachstum aus dem Wechselspiel von fordernden und hemmenden 
Faktoren. Es drangt sich daher die Annahme auf, dafi es auBer 
den exogenen Mitosegiften wie Colchicin und Trypaflavin, die in 
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so entscheidender Weise in den Mechanismus der Zellteilung ein- 
greifen, auch kérpereigene, endogene Mitosegifte [ Organisatoren ?12)] 
geben kénnte, die im Antagonismus zu wachstumsférdernden Fak- 
toren das geordnete Wachstum regeln. Wachstum koénnte dann 
durch eine Anderung des Verhialtnisses von férdernden zu hemmen- 
den Faktoren zustande kommen: geordnetes Wachstum, hormonal 
angeregte Wachstumszonen, Zellmauserung, Regeneration, viel- 
leicht auch gutartige Geschwiilste. Das ungehemmte, bdésartige 
Zellwachstum wiirde unter dieser Annahme als eine Wachstums- 
form erscheinen, die den Hinfliissen der Regulatoren des normalen 
Wachstums entzogen ist, und zwar dadurch, da8 eine solche Ver- 
ainderung einer Zelle vorliegt, daB die Wachstumsregulatoren nicht 
mehr auf sie einwirken kénnen. In der Beschreibung der Auf- 
findung der d-Aminosiuren in den ‘Tumorproteinen schreibt 
K6gl138): ,,Bei der Entwicklung unserer Vorstellungen tiber das 
Wesen der malignen Entartung sind wir davon ausgegangen, daf 
die normalen Wirkstoffe in ihrer Funktion stark beeinfluBt wiirden, 
wenn die Erfolgsstelle z.B. im sterischen Bau von der Norm 
abweicht. Wir haben hierbei zunichst ganz allgemein u. a. an 
Hormone gedacht.“* Kég1 sieht dann weiter in der Unfahigkeit der 
proteolytischen Fermente der Umgebung, die Tumorproteine an- 
zugreifen, die Ursache fiir das ungehemmte Wachstum der Tumor- 
zelle. Nach dem oben Gesagten kann man aber daran denken, dah 
im Sinne von K6gl durch die sterische Umwandlung der Erfolgs- 
stelle in der Krebszelle einem endogenen Mitosegift die Méglich- 
keit zur Hemmung der Zeilteilung genommen wird, d.h. das 
ordnende, organisierende Prinzip wird der Krebszelle gegeniiber 
wirkungslos. Wir miissen diese Annahme als hypothetisch ansehen, 
da wir fiir die Existenz kérpereigener Mitosegifte noch wenig 
experimentelle Anhaltspunkte haben. Ich wiirde diese Uberlegung 
nicht anfiihren, wenn sie nicht zu experimentellen Anregungen 
fihrte. Die bekannten exogenen Mitosegifte wie Colchicin zeigen 
ihre Wirkung gegen normale, teilungsbereite Zellen und gegen Zellen 
von Tumoren. Wenn sich nach obiger Anschauung die Krebszelle 
durch sterische Umlagerung der Wirkung eines endogenen Mitose- 
giftes entziehen kann, so erscheint umgekehrt die Frage von Inter- 
esse, wie eine sterische Umkehr eines exogenen Mitosegiftes sich 
in seinem Verhalten gegen normale und gegen Tumorzeilen aus- 
wirkt. Welche EHigenschaften hat der optische Antipode des Colchi- 
cins? K6égls Befunde fiihren also auch in dem Gebiete der Mitose- 
gifte zu stereochemischen Fragestellungen. 
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Zur Wirkung von §-Phenylathylaminen 
auf in vitro geztichtete Zellen 


Von 
Hans Lettré und Marianne Albrecht 


Mit 8 Figuren auf Tafel I und II 





(Aus der chemischen- und der Gewebeziichtungs-Abteilung des Allg. Instituts 
gegen die Geschwulstkrankheiten im Rudolf Virchow-Krankenhaus Berlin) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. September 1941) 


An anderer Stelle hatten wir kurz mitgeteilt, daB die Unter- 
suchungen tiber die Abhangigkeit der Mitosegiftwirkung von der 
Konstitution des Colchicins (Formel I) zu einem einfachen Mitose- 
gift, dem «-Phenyl-8(p-methoxyphenyl)-athylamin (Formel IJ), 
fahren und da8 fiir die Mitosegifte vom Colchicintyp die sympathiko- 
mimetische Gruppierung Benzolkern—Kohlenstoff—Kohlenstoff— 
Stickstoff (Formel ITI) notwendig ist). Uber diese Versuche soll 
demniachst ausfiihrlicher berichtet werden. Nachdem wir zu dieser 
Feststellung gekommen waren, erschien es notwendig, Vertreter dex 
physiologisch und pharmakologisch wichtigen #-Phenylathylamine 
auf ibre Wirkung auf die Zellteilung zu untersuchen, um ihr Ver- 
halten kennenzulernen. Wir haben hierzu in der Gewebekuliur 
geziichtete Fibroblasten aus embryonalen Hiihnerherzen verwendci, 
die der Wirkung der Amine ausgesetzt wurden. Die Fibroblasten 
wurden in Deckglaskulturen geziichtet; das Medium bestand aus 
einem Teil Hiihnerembryonalextrakt, einem Teil Hiihnerplasma und 
einem Teil Ringerlésung. In den Versuchen trat an die Stelle der 


Ringerlésung die Auflésung des Amins in Ringerlésung. Die Pri- | 


fung der meisten #-Phenylaéthylamine ergab, daB sie keinerlei 
Wirkung auf die Kernteilung haben. In geringen Mengen um 
50 y/ecm beeinflussen sie das Wachstum der Fibroblasten in der 
Zeit von 48 Stunden gar nicht. In hdheren Konzentrationen von 
100—200 y/ccm haben sie eine besondere Wirkung: sie rufen eine 
starke Vakuolisierung des Zellplasmas hervor. In Fig. 1 auf Tafel I 
ist eme Aufnahme von Hithnerherzfibroblasten, die in der Gewebe- 
kultur geziichtet sind, in 240facher Vergré8erung wiedergegeben. 





& 
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Um eine kontrastreiche Darstellung zu haben, ist eine mit Hamato- 
xilin gefarbte Kultur aufgenommen worden. Die in Fig. 2 dar- 
gestellte Kultur ist lebend aufgenommen und stellt in 120facher 
VergroBerung Hihnerherzfibroblasten dar, die in Gegenwart von 
200 y Sympathol/cem wachsen. Beachtet man den Unterschied der 
VergréBerungen, so erkennt man deutlich die absolute VergréBe- 
rung der Zellen durch die (neutralrotspeichernden) Vakuolen. Eine 
gleiche Wirkung haben wir mit geeigneten Konzentrationen von 
Mescalin, Tyramm, Hordenin, Sympathol, Suprifen, Veritol, 
Ephedrin (Formel IV—X) und auch mit Histamin erzielt. 








~ Menge - 7 Wirkung 

wn, 7 in y/eem auf Fibroblasten 

| 35 keine 
150 Vakuolisierung 
Tyremin .....-+.6. 100 Vakuolisierung 
Hordenin......... 150 Vakuolisierung 

Sympathol ........ 20 keine 
200 Vakuolisierung 

eee eee 35 keine 
100 Vakuolisierung 
0 a ee 150 Vakuolisierung 
| ee eee 150 Vakuolisierung 

RE ce ee 60 keine 
200 Vakuolisierung 








Daf es sich bei dieser Wirkung der f#-Phenylaithylamine nur 
um eine Wirkung auf das Zellplasma handelt und nicht um eine 
Wirkung auf den Zellkern, haben wir durch Kombination eines 
vakuolisierenden Stoffes mit emem Mitosegift geprift. In Fig. 3 
auf Tafel I sind in 240facher VergréBerung Hiihnerherzfibroblasten 
aufgenommen, die bei Anwesenheit von 0,1 y eines Colchicinderivats 
wachsen. Alle Zellen sind im Stadium der Kernteilung fixiert, die 
sie. durch die Anwesenheit des Mitosegiftes nicht beenden kénnen. 
Fig. 4 gibt in gleicher Vergré8erung Hiihnerherzfibroblasten wieder, 
die in einem Medium mit 200 y Sympathol/ecm und mit 0,1 y/ecm 
des Colchicinderivats wachsen. Das Bild zeigt Zellen, die im Mitose- 
stadium gestoppt und gleichzeitig vakuolisiert sind. Unabhangig 
von der Vakuolisierung des Zellplasmas findet noch eime Kern- 
teilung statt, die wir durch den Zusatz des Mitosegiftes anhalten 
und so sichtbar machen kénnen. 
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Ausnahmen von dieser gleichartigen Wirkung der #-Phenyl- 
aithylamine machen das Adrenalin und das Corbasil (Formel XI 
und XII). In einer Untersuchung iiber das Wachstum von Fibro- 
blasten aus embryonalen Mauseherzen in Gegenwart von Hormonen 
haben E. v. Haam und L. Cappel?) gezeigt, daB Adrenalin mit 
der Konzentration von 10-° bis 10-4 steigend das Wachstum dieser 
Zellen hemmt. Nach unseren Befunden ist in den héheren Kon- 
zentrationen von 10-4 = 100 y/ccm am Hiihnerherzfibroblasten eine 
deutliche Mitosegiftwirkung zu erkennen. Das Bild, das eine 
Gewebekultur von Hihnerherzfibroblasten in Gegenwart von 
75—100 y Adrenalin/ecm bietet (vgl. Fig. 5 in Tafel II), gleicht 
vollig dem mit einem Zusatz von etwa 0,1 y Colchicin. Bei der 
wachstumshemmenden Wirkung des Adrenalins handelt es sich also 
um eine Mitosegiftwirkung. Dieser Befund war fiir uns sehr iiber- 
raschend, und zwar einmal, weil das Adrenalin damit aus der Reihe 
der anderen f-Phenylaithylamine herausfallt, und zum anderen, 
weil es sich nach seiner Konstitution auch nicht in die Reihe der 
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Mitosegifte vom Colchicintyp einfiigt. Vielleicht ist aber die letztere 
Ausnahme nur scheinbar, denn folgende Versuche sprechen dafir, 
daB es sich nicht um eine Wirkung des Adrenalins selbst. handelt, 
sondern um die eines Oxydationsproduktes des Adrenalins. Das 
Medium der Gewebekulturen farbt sich bei Anwesenheit von 
Adrenalin rétlich bis rotbraun, enthalt also sicher Oxydations- 
produkte des Adrenalins. Begiinstigt man die Oxydation durch 
YZugabe von Oxydationskatalysatoren, wir haben p-Chinon ver- 
wendet®), so bleibt die Mitosegiftwirkung erhalten, d. h. Lésungen, 
in denen das gesamte Adrenalin oxydiert ist, zeigen noch diese 
Wirkung. Verhindert man umgekehrt die Oxydation des Adrenalins, 
was durch Zusatz von Vitamin C leicht bewirkt werden kann, so 
hat die gleiche Adrenalinmenge keine Wirkung. Vel. hierzu Fig. 6: 
Hihnerherzfibroblasten in 60facher VergréBerung bei Gegenwart 
von 100y Adrenalin/eem und von 3y p-Chinon/ecm; Fig. 7: 
Hihnerherzfibroblasten in 60facher Vergré8erung in Gegenwart 
von 100 y Adrenalin/eem und 100 y» Vitamin C/cem; Fig. 8: Hih- 
nerherzfibroblasten in 60facher Vergr6Berung in normalem Nahr- 
medium. Den gleichen Effekt wie mit Vitamin C kann man mit 
Glutathion erzielen. Vitamin C und Glutathion férdern weder die 
Zellteilung noch hemmen sie die Mitosegiftwirkung anderer Mitose- 
gifte wie Colchicin oder «-Phenyl-8-(p-methoxyphenyl)-aéthylamin. 
Diese Stoffe wirken also nicht auf dem Umwege iiber die Zelle 
dem Adrenalin entgegen, sie sind keine echten Antagonisten, 
sondern verhindern durch Reduktionswirkung die Bildung des 
Mitosegiftes ans dem Adrenalin. Gibt man Vitamin C zu einer rot 
gefarbten Adrenalinlésung, so wird diese entfirbt und zeigt keine 
Mitosegiftwirkung mehr. Das Oxydationsprodukt des Adrenalins 
wird also durch Vitamin C zu einer unwirksamen Form reduziert. 
Uber die Oxydationsprodukte des Adrenalins ist chemisch wenig 
bekanri. Das einzige definierte Produkt ist das Adrenochrom von 
Richter‘), dem er die Formel eines monomolekularen Debydrie- 
rungsproduktes (XIII) erteilt. Wir haben das reine Adrenochrom 
noch nicht untersucht; nach seinem Formeltyp wiirde sich das 
Adrenochrom nicht in die Befunde itiber den Zusammenhang 
zwischen der Mitosegiftwirkung und der Konstitution von Mitose- 
giften vom Colchicintyp einreihen. Den AnschluS an diese Befunde 
wiirde die Annahme geben, daf es sich bei dem wirksamen Oxy- 
dationsprodukt um ein dimolekulares Dehydrierungsprodukt han- 
delt. Fine chemische Analogie hierfiir wire in dem leichten Uber- 
gang von Vanillin (XIV) in Dehydrodivanillin (XV)°) gegeben, doch 
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miissen auch andere Médglichkeiten, etwa einer Dehydrierung 
zwischen einem Benzolkern und einem C-Atom der Seitenkette, 
erértert werden. 

Das Corbasil verhalt sich gegen Hithnerherzfibroblasten weder 
wie Adrenalin, noch wie die anderen f-Phenylaéthylamine. In 
Mengen bis zu 100 y/ecm hat es in 48 Stunden keine hemmende 
Wirkung auf das Wachstum der Hiihnerherzfibroblasten, in Mengen 
von 200 y und 400 y/ccm bewirkt es eine Wachstumshemmung und 
eine Schadigung der Zellen, jedoch nicht unter dem Bilde der 
Mitosegiftwirkung. Obschon die Corbasillésung wie die des Adrena- 
lins oxydiert wird, bildet sich kein Mitosegift. Durch die Sub- 
stitution am «-C-Atom kénnte die hierzu fiihrende Dehydrierung 
behindert sein. Wir miissen annehmen, daf die Oxydation des 
Adrenalins verschiedene Wege geht und daf nur eins seiner Oxy- 
dationsprodukte die Mitosegiftwirkung zeigt. Die Untersuchung der 
Oxydationsprodukte des Adrenalins hat bisher vor allem im Hin- 
blick auf sein Schicksal im Organismus: interessiert; diese Frage 
gewinnt von der Seite der Mitosegifte neue Bedeutung. 
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Von Interesse war es nun, das Verhalten des Adrenalins gegen 
die Krebszelle kennenzulernen. Adrenalin ist experimentell und 
klinisch schon haufig zur Beeinflussung des Tumorwachstums ver- 
wendet worden. Die hierbei erzielten Ergebnisse unterscheiden sich 


a 
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je nach der tumorfernen®) oder intratumoralen’) Injektion. Bei 
tumorferner Injektion wurde keine Beeinflussung erzielt, wahrend. 
intratumorale Injektion zu einer Zerstérung des Tumors fiihrt. 
Diese Wirkung wird auf die gefaBkontrahierende, andimisierende 
Wirkung des Adrenalins zuriickgefiihrt, die die Ernahrung des 
Tumors unterbindet; die Wirkung des Adrenalins auf Tumoren ist 
demnach eine indirekte. Damit in Ubereinstimmung sind Befunde 
von Baroni’), da8f Adrenalin auf in vitro geziichtete Zellen von 
Tumoren keine Wirkung hat. Wir haben sein Verhalten gegen in 
der Gewebekultur geziichtete Zellen des EKhrlichschen Mause- 
carcinoms untersucht. Bei einer Konzentration von 100 y Adrena- 
lin/ecm ist das Wachstum des Carcinomgewebes nicht beeinfluBt; 
bei einer Menge von 200 y Adrenalin/ccm tritt eine Schidigung der 
Zellen auf, die aber innerhalb 10 Stunden wieder iiberwunden wird, 
so daB die Kulturen dann normal weiterwachsen. Erst eine Menge 
von 400 y/ccm bewirkt eine bleibende Schaidigung. Wir haben hier 
den merkwiirdigen Fall, daf eine Carcinomkultur gegen einen 
iuBeren schadigenden Faktor widerstandsfahiger ist als eine Kultur 
embryonaler Zellen, wihrend sonst das Umgekehrte der Fall ist. 

Die mit Adrenalin erzielten Befunde geben AnlaB zur Dis- 
kussion eines allgemeineren Problems. In der vorangehenden 
Arbeit®) wurde auf die Méglichkeit der Existenz von kérpereigenen 
Mitosegiften hingewiesen, die fiir das Wachstum als Hemmstoffe 
wirken. Obschon die Tatsache, daf ein Umwandlungsprodukt eines 
Hormons eine Mitosegiftwirkung zeigt, fiir eine solche Moglichkeit 
spricht, soll die Frage offen gelassen werden, ob das Oxydations- 
produkt des Adrenalins ein solcher k6rpereigener Wachstums- 
regulator ist. Chemische Untersuchungen miissen erst klarstellen, 
welchen Bruchteil das wirksame Mitosegift unter den Oxydations- 
produkten ausmacht, ob es in Mengen wirksam ist, die physio- 
logisch méglich erscheinen. So sei das Adrenalin und sein Oxyda- 
tionsprodukt zundchst nur als das Modell eines k6rpereigenen 
Mitosegiftes gewertet. Wachstum kénnte durch eine Veraénderung 
des Verhaltnisses von fordernden zu hemmenden Faktoren zustande 
kommen oder aber durch eine Verainderung einer Zelle in dem 
Sinne, daB sie sich der Beeinflussung durch den regulierenden 
Hemmstoff entzieht. Fiir das ungeordnete, bésartige Wachstum 
wiirde vor allem die zweite Méglichkeit in Betracht zu ziehen sein. 

Experimentell finden wir, da8 100 y Adrenalin/ccm eine 
Wachstumshemmung der embryonalen Zelle mit allen Erschei- 
nungen der Mitosegiftwirkung auslésen; auf die Krebszelle sind sie 
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ohne Einflu8. Durch Zugabe von reduzierenden Substanzen kann 
die Wirkung des Adrenalins auf die embryonale Zelle ausgeschaltet 
werden. Die Krebszelle enthalt sehr viele reduzierende Substanzen: 
das Verhaltnis von SH-Gruppen zu S—S-Bindungen ist im Gegen- 
satz zum normalen Gewebe gréfer als 11°); die Krebszelle enthalt 
reichlich Substanzen, die Dichlorphenolindophenol entfarben, die 


man als Vitamin C oder vitamin-C-aihnlich ansehen kann); das 


Verhaltnis von hydrierter zu unhydrierter Codehydrase ist gréBer 
als in normalen Zellen!?). Die reduzierenden Substanzen der Krebs- 
zelle wollen wir summarisch als Vitamin C bezeichnen. Die Krebs- 
zelle mit ihrem intracellularen Vitamin C verhalt sich ebenso in- 
different dem Adrenalin gegeniiber wie eine embryonale Zelle, die 
wir extracellular durch Vitamin C gegen die Oxydationsprodukte 
des Adrenalins schiitzen. So ware eine Erklarungsmoglichkeit dafiir 
gegeben, da Adrenalin auf die Krebszelle nicht emwirkt. Die 
Anwesenheit der reduzierenden Substanzen steht in Zusammenhang 
mit den Warburgschen Befunden iiber die aerobe Glykolyse??). 
Durch ihren verainderten Stoffwechsel wiirde die Krebszelle das 
kérpereigene Mitosegift (Modell Oxydationsprodukte des Adrena- 
lins) unwirksam machen oder gar nicht entstehen lassen und sich 
so senem EinfluB entziehen. Der verainderte Stoffwechsel ist die 
Voraussetzung fiir diese Méglichkeit; so wire eine Beziehung von 
den Warburgschen Befunden zu den Mitosegiften und durch deren 
Ausschaltung zur Méglichkeit des ungehemmten Wachstums ge- 
geben. Diese in vitro erhobenen Befunde kénnen nur als ein Modell 
gewertet werden; durch ihren Zusammenhang mit anderen bekann- 
ten Verinderungen der Krebszelle erscheinen sie aber von heu- 
ristischem Interesse und der Mitteilung wert. Als eine weitere 
Moéglichkeit, wie sich die Krebszelle der Wirkung k6rpereigener 
Wachstumsregulatoren entziehen kann, erscheint im Sinne von 
Kogl die sterische Umlagerung der Erfolgsstellen in der Krebszelle. 
Hierbei ist erginzend zu sagen, dab die mitgeteilten Befunde sich 
nur auf das natiirliche linksdrehende Adrenalin beziehen. 

Die Forschungen der letzten Jahre haben gezeigt, daB die 
urspriinglich scharf getrennten Begriffe Vitamin, Hormon, Enzym, 
Wuchsstoff durch Variationen ein und desselben Faktors iiber- 
briickt werden. So ist das Aneurin fiir den tierischen Organismus 
ein Vitamin; es fungiert bei Bakterien, Hefen und Pflanzen als 
Wuchsstoff. Als Ester mit der Pyrophosphorsiure ist es die Wir- 
kungsgruppe der Carboxylase. Eine weitere Funktion hat Richard 
Kuhn?%) erkannt: Acetylaneurin hat die gleiche Wirkung wie 
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- Acetylcholin (Vagusstoff), es spielt vielleicht wie dieses die Rolle 
eines chemischen Vermittlers im parasympathischen Nervensystem. 
Der chemische Vermittler des sympathischen Nervensystems, das 
Adrenalin, zeigt mannigfache physiologische Wirkungen. Hinzu 
tritt nun noch die Moéglichkeit, in Form eines Oxydationsproduktes 
als Mitosegift zu wirken. Chemische Vermittler des vegetativen 
Nervensystems erscheinen in Form von nahe verwandten Um- 
wandlungsprodukten als fordernde oder hemmende Faktoren des 
Wachstums. Vielleicht besagt der Ausdruck ,,vegetatives Nerven- 
system“ mehr als wir bisher mit ihm verbinden. 
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Uber die Herkunft der Essigsiure bei den Acetylierungen 
in vivo 
Il. Fiitterung von Sulfanilamid und Deuterio-Bernsteinsaure”) 
Von 
Karl Bernhard 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Ziirich. Schweiz) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. September 1941) 


Ks wurde friiher unter Verwendung von Deuterium als Indicator 
bewiesen!), daB sich verfiitterte Essigsiure in einem merklichen 
AusmaBe an der Acetyllieferung des Sulfanilamids beteiligt. 
Dasselbe gilt fiir den Athylalkohol, welcher im Tierkérper in 
Essigsaure iibergeht”). 

Bernsteinséure wird bekanntlich, auch in groBen Dosen ge- 
geben, wohl iiber die Fumarsiure, leicht verbrannt. Daraus kénnte 
sich Apfelsiure, nach Dehydrierung Oxalessigsiiure und durch 
Decarboxylierung die Brenztraubensiure bilden. Letzterer soll 
bei den Acetylierungen eine wichtige Rolle zukommen. 

Sonderhoff und Thomas’) erhielten bei der enzymatischen 
Dehydrierung der Trideuterio-essigsiure mit Hefe, obwohl offenbar 
durch die Aktivierung der Wasserstoffatome Deuterium-Verluste 
eintraten, Abbau- und Aufbauprodukte (Bernsteinsiure, Citronen- 
siure) mit betrachtlichen D-Gehalten. Es schien daher nicht aus- 
geschlossen, nach Gaben von Deuterio-Bernsteinsiure und Sulfanil- 
amid zu einem D-haltigen Acetylprodukt zu gelangen und damit 
die Bernsteinsiure, bzw. aus ihr sich bildende Zwischenverbindungen 


COOH COOH COOH COOH COOH 
| |» | 

CH,* CH* CHOH C=O bo 
| —_— i —re | 7 <a 4 
CH,* CH* CH,* CH,* CH,* 
| | | 

COOH COOH COOH boon 


* Gemisch von H- + D-Atomen 





*) Herr Prof. Fiechter in Basel teilte mir mit, daB richtigerweise 


solche D-Verbindungen als Deuterio-Bernsteinsiiure usw. und nicht als 
Deutero-Bernsteinsiiure zu bezeichnen sind. 
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als mégliche Quelle der Essigsiure bei diesem Entgiftungsvorgang 
zu priifen. 

Gesunde, mit Runkelriiben gefiitterte Kaninchen erhielten 
mit der Schlundsonde neben Sulfanilamid Deuterio-Bernsteinsiure 
als Natriumsalz, iiber deren Herstellung bereits berichtet wurde‘). 
Durch einen jeweiligen Vorversuch mit gewéhnlicher Bernstein- 
siure und Sulfanilamid priifte ich die Eignung der Tiere. Die 
Isolierung der Acetylverbindungen aus dem Harn erfolgte wie 
friiher'), sie gelangten immer analysenrein zur D-Bestimmung. 
Die Resultate und niheren Angaben sind aus der Tabelle ersichtlich. 


Fiitterung von Sulfanilamid und Bernsteinséiure an Kaninchen 
(2 g Sulfanilamid + 2,76 g Bernsteinsiure in 48 Stunden) 



































— lfanil- | Bern- : 
Kaninchen ony steins. | Atom °/, D Acetyl-Verbindung 
: — der Bern- |{- aan 
Nr | Gewicht mg/kg | mg/kg | steinsiiure | Gewicht | Ausbeute| Atom 
(| kg die die mg *. iP 
I 2,45 410 564 — 935 37,6 — 
I 2,45 410 564 | 27,6 + 0,00 660 26,6 0,02 
II 2,55 393 541 — 800 32,1 — 
I] 2,55 393 541 | 14,25 + 0,05 575 23,1 0,00 
II 2,50 402 552 | 14,25 + 0,05 440 Bie 0,01 
iil 1,92 523 720 — 530 21,3 —- 
lil 1,90 528 728) «|. 27,7 + 0,10 570 26,4 0,02 











Die Ausbeuten an p-Acetyl-sulfanilamid betrugen in 7 Ver- 
suchen im Mittel 26,4°/,; die Acetylverbindungen enthielten praktisch 
kein Deuterium. 

Nach Erlenmeyer, Schoenauer und Sillmann') fihrt 
die biochemische Dehydrierung der Athan-«-d, «’-d-dicarbonsiure 
HOOC-CHD-DHC-COOH mit Methylenblau und Succinodehydro- 
genase als reversibles Redox-System zu einem Deuterium-Verlust 
der aus der Fumarsaure riickgebildeten Bernsteinsdure. Aus 
diesen Griinden habe ich in zwei Versuchen eine besonders 
D-reiche Dicarbonsiure verwendet. Erfolgt der Bernsteinsiure- 
abbau aber viel rascher als die in der Leber stattfindende Ace- 
tylierung, so besteht die Méglichkeit, daB tiberhaupt keine D-haltige 
Brenztraubensdure fiir die Entgiftung des Sulfanilamids zur Ver- 
fiigung steht. 

Die mitgeteilten Befunde erlauben daher keinen RiickschluB 
auf die Beteiligung der Zwischenprodukte des Bernsteinsiure- 
abbaues am Acetylierungsvorgang. 
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Zusammenfassung 


Deuterio-Bernsteinsaure fiihrt mit Sulfanilamid an Kaninclhen 
verfiittert nicht zu D-haltigen Acetylverbindungen. Durch die 
reversiblen Redox-Systeme des Bernsteinsiureabbaues oder durch 
Aktivierung des Wasserstoffes bei den stattfindenden Dehydrierungen 
im Sinne Wielands kann méglicherweise ein volliger Verlust 
der Zwischenprodukte, z. B. der Brenztraubensaure, an Deuterium 
eintreten und das Acetylsulfanilamid aus diesem Grunde keinen 
schweren Wasserstofi enthalten. Die Beteiligung der Brenz- 
traubensiure an der Acetylierung wire durch Versuche mit einer 
Deuterio-a-keto-propionsaiure zu priifen. 
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Der Zucker im Cereb: osid der Milz bei der Gaucher-Krankheit 
Von 
H. Lieb 
unter Mitwirkung von V. Giinther 





(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Graz) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 20. September 1941) 


Vor einiger Zeit teilte E. Klenk?) in der Reihe seiner Bei- 
trige zur Chemie der Lipoidosen tiber die Natur der Cerebroside 
der Milz und anderer Organe bei der Gaucher-Krankheit mit, 
daB das von ihm in zwei Fallen aus der Milz isolierte Cerebrosid 
auf Grund des Spaltangsergebnisses als ein Gemisch von Cerebro- 
elucosiden angesehen werden mub, worunter das Lignoceryl]-sphingo- 
glucosid zu etwa39°/, enthalten war. Da auch schon von anderer 
Seite hei Gaucher-Fallen d-Glucose und nicht d-Galaktose als 
Spaltprodukt des isolierten Cerebrosids festgestellt worden war’), 
muBte Xlenk die Frage aufwerfen, ob iiberhaupt bei der Gaucher- 
Krankheit als Speichersubstanz in der Milz das Cerebro-galaktosid 
Kerasin vorkommt, wi? nach meinen seinerzeitigen Feststellungen 
bisher angenommen wurde’), Im Jahre 1924 war es mir gelungen, 
aus dem Miiztumor eines Falles von Gaucher-Krankheit in betricht- 
licher Menge ein Cerebrosid in reiner Form zu isolieren und als 
Kerasin zu identifizieren. Spater hatte ich noch zweimal Gelegen- 
heit, Milz bzw. Milz und Leber von Gaucher-Fallen chemisch zu 
uatersucben. Dabe? konnte ich den friher erhobenen Befund 
bestatigen. Das isolierte Cerebrosid stimmte in allen Kigenschaften 
mit den aus Gehirn darstellbaren Praparaten iiberein mit Aus- 
nahme der optischen Drehung, die bei dem Cerebrosid aus den 
Graucher-Fiillen wesentlich héher lag. Ich war damals der 
Meinung, da8 die Differenz in der spezifischen Drehung der 
Kerasine auf die Schwierigkeit einer genauen Bestimmung der 
an sich schwachen <>tischen Drehung zuriickgefiihrt werden 
kéonte, zumal die Angaben in der Literatur tiber die GréBe der 
spezifischen Drehung, die auch stark von der Art des Lisungs- 


mittels, der Konzentration und der Temperatur abhiingig ist, ziem- 


lich schwankten. Ein Cerebrosid mit fast dem gleichen optischen 


» Diese Z. 267, 130 (1941). *) Literaturzitate bei Klenk. 
*) Diese Z. 149, 305 (1924); 176, 60 (1927): 181, 208 (1929). 
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Drehungsvermigen hat dann EK. Walz‘) bei Verarbeitung groBer 
Mengen normaler Rindermilz gewonnen. 

Eine Privatmitteilung Klenks, sowie seine bald datant 
erfolgte Veréffentlichung®) war fiir uns der AnlaB, mit den 
geringen Mengen von Kerasin, die uns aus dem in der 2. Mit- 
teilung iiber Cerebrosidspeicherung bei Morbus Gaucher beschrie- 
benen Falle’) noch zur Verfiigung standen, Versuche dariiber 
anzustellen, ob der damals von mir erhobene Befund, dab 
d-Galaktose als Zuckerkomponente in Betracht kommt, zu Recht 
besteht oder nicht. Die hydrolytische Spaltung des Kerasins 
und die Isolierung des Zuckers wurden seinerzeit nur mit dem 
in der 1. Mitteilung beschriebenen Produkt vorgenommen und 
aus dem Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt des Osazons auf 
Galaktose geschlossen, wahrend EK. Walz bei seinem Produkt 
aus dem Schmelzpunkt des Methylphenylhydrazons diesen Schlu8 
zog. Klenk hat die chemische Natur als d-Glucose durch die 
Reindarstellung, das optische Drehungsvermégen und die leichte 
Vergiarbarkeit mit Hefe einwandfrei festgestellt. 

Wir folgten bei der Hydrolyse des Kerasins der Arbeits- 
weise Klenks und erhitzten zur Abspaltung des Zuckers 0,439 g 
Substanz mit 10 ccm 10°/,iger waBriger Salzsiure '/, Stunde lang 
im siedenden Wasserbad. Theoretisch waren dabei 0,11 g Zucker 
zu erhalten. Nach dem Filtrieren wurde die salzsaure Lisung 
bis zur eben schwach sauren Reaktion mit Natronlauge ab- 
gestumpft, zur Trockne eingedampft und der Verdampfungs- 
riickstand mit absolutem Alkohol extrahiert. Der nach dem Ver- 
dampfen des Alkohols erhaltene Riickstand wurde in Wasser 
gelést und mit einem Teil davon das Osazon dargestellt, dessen 
Reindarstellung wegen der zu geringen Menge nicht mdglich war. 
Der andere Teil wurde zu einem Gidrungsversuch mit reiner 
Kulturhefe verwendet. Das Ergebnis war jedoch nicht ver- 
wertbar. Daher wurde das uns noch zur Verfiigung stehende 
Kerasin im Gewichte von 0,455 g hydrolysiert und hierfiir zu- 
nichst in einigen Kubikzentimetern Methylalkohol gelést, dann 
unter Zusatz von 10 ccm 10° iger waBriger Salzsiure '/, Stunde 
im siedenden Wasserbad erhitzt und die Liésung wie vorher ver- 
arbeitet. Der nach dem Verdampfen des Alkohols erhaltene Riick- 


stand wurde in 25 ccm Wasser gelést und die Hilfte davon fiir 
einen Girungsversuch verwendet. 


4) Diese Z. 166, 210 (1927). %) a. a. O. °% Diese Z. 170, 60 (1927). 
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Vor Anstellung des Hauptversuches stellten wir mit Hefe- 
reinzucht [untergairige Brauereihefe vom Typus Frohberg*)] Giar- 
versuche mit Glucose und Galaktose an. Die Hefe wurde durch 
Zentrifugieren und Auswaschen mit Ringerlésung von der zucker- 
haltigen Wiirze befreit und dann in Ringerlésung suspendiert. 
50 mg Glucose, in 1 com Wasser gelést, wurden im Lohnsteinschen 
Garungssaccharometer mit 0,7 ccm Hefesuspension 6 Stunden bei 35 ° 
vergoren. Schon nach 2 Stunden war eine deutliche Girung fest- 
stellbar. Nach 6 Stunden war mehr als die Hilfte des Zuckers 
vergoren. Kin analoger Girungsversuch mit 50mg Galaktose war 
nach 6 Stunden noch vollig negativ. Die Hefesuspension allein ent- 
wickelte unter den angegebenen Versuchsbedingungen kein Kohlen- 
dioxyd und zeigte auch kein Reduktionsvermégen. 

Fiir den Hauptversuch wurde die Hialfte der vorher er- 
wabhnten Hydrolysenfliissigkeit, die theoretisch 100 mg Zucker 
enthalten sollte, auf 1 ccm eingedampft, im Lohnsteinréhrchen 
mit 0,7 com Hefesuspension 6 Stunden bei 35° der Garung aus- 
gesetzt. Dieser Versuch verlief véllig negativ. Darauf wurde das 
Gargut aus dem Lohnsteinréhrchen gesammelt und die Hefe durch 
Zentrifugieren abgetrennt. Die klare, gelblich gefairbte Lésung 
ergab mit Fehlingschem Reagens eine deutliche Reduktion. 
Damit ist der Nachweis erbracht, daB bei der Hydrolyse des 
von uns verarbeiteten Kerasins wohl ein Zucker abgespalten 
wurde, der jedoch nicht mit d-Glucose identisch war. 


Zusammenfassung 


Der Zucker des Cerebrosids, das wir seinerzeit aus der Milz 
eines Falles von Gaucher-Krankheit bei einem 3jihrigen Madchen 
als Speichersubstanz isolierten und als Kerasin (Lignoceryl-sphingo- 
galaktosid) identifizierten, kann auf Grund des negativen Girungs- 
versuches mit reiner Hefe nicht d-Glucose sein, sondern ist wahr- 
scheinlich mit d-Galaktose identisch, die als Baustein im Kerasin 
aus Gehirn enthalten ist. Da in einigen anderen Fallen von 
Gaucher-Krankheit, die von E. Klenk und anderen untersucht 
wurden, das aus der Milz isolierte Cerebrosid sicher d-Glucose 
enthielt, wird man zu der Annahme gedringt, daB es sowohl 
Falle gibt, in denen als Speichersubstanz Cerebro-glucosid, als 
auch solche, in denen Cerebro-galaktosid vorkommt. 


‘) Der Brauerei Briider Reininghaus A. G. in Steinfeld bei Graz danken 
' wir auch an dieser Stelle fiir die freundliche Uberlassung der Kulturen. 
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Acidimetrische Bestimmung des Gesamtalkali im Harn 
Von 


W. Hurka 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat in Graz) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. September 1941) 


Die Verfahren zur Bestimmung der Alkalien Natrium und Kalium 
(Gesamtalkali im Harn) beruhen darauf, da8 man die Alkalisalze méglichst 
rein darstellt und diese dann in Form der Chloride, bzw. Sulfate zur Wagung 
bringt. 

oh, Lehmann’) versetzt den in einer Platinschale eingedampften 
Harn mit Ammoniumsulfat und verascht. Dadurch werden die Chloride in 
die glihbestiindigen Sulfate umgesetzt. Nach Auflésen der Kiickstinde in 
Wasser werden die Sulfate durch Fallung mit Bariumchlorid wieder in 
Chloride iibergefiihrt. Zu der noch heifen Lésung wird Ammoniak und 
Ammoniumearbonat zugefiihrt. Durch das Bariumchlorid wird alles Sulfat 
und auch die Hauptmenge des Phosphats gefiallt, wihrend durch den Zusatz 
von Ammoniak und Ammoniumcarbonat, bei gleichzeitiger Anwesenheit von 
iiberschiissigem Bariumchlorid, das restliche Phosphat, das Calcium und fast 
alles Magnesium gefillt werden. Vom Niederschlag wird abfiltriert, ie 
Alkalichloride aus dem Niederschlag herausgewaschen und das Filtrat in 
einem gewogenen Platintiegel eingedampft. Der Tiegel wird miiBig gegliiht 
und die Summe der Chloride abgewogen. Die Fehlerquellen der Methode 
liegen darin, daB beim Auswaschen des voluminésen Niederschlages nicht 
unbetrichtliche Mengen von Phosphaten und Carbonaten in Lésung gehen. 
Ferner wird das Magnesium nicht vollkommen ausgefillt und dieses auch 
mitgewogen. Eine Abinderung beziiglich des Auswaschens wurde von 
M. Kretschmar’) getroffen. W.B. Herringham) modifizierte diese Methode 
im Hinblick auf die anschlieBende Fillung des Kaliums als Kaliumhexa- 
chloroplateat. 

R. Pribram und G. Gregor‘) rauchen direkt mit Schwefelsiiure ab. 
Dieselben Verfasser beschreiben ein Verfahren, das mit alkalifreiem Barium: 
permanganat die organischen Bestandteile im Harn verascht, und weichen 
bei der Weiterverarbeitung des Harnes nur unwesentlich von der von 
Lehmann (a. a. 0.) beschriebenen Methode ab. G. Bunge®) gibt drei 
Verfahren an, die simtlich mit Bariumhydroxydlésung arbeiten. Aveh hier 


) Th. Lehmann, Diese Z. 8, 508 (1883/84). 


*) M. Kretschmar, Chemiker Ztg. 11, 418; Z. analyt. Chem. 28, 
95 (1889). 


’) W. B. Herringham, J. of Physiol. 23, 497 (1899). 


*) R. Pribram u. G. Gregor, Z. analyt. Chem. 38, 401 (1899). 
') G. Bunge, Z. Biol. 9, 139 (1873). 
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werden die Alkalien als Chloride gewogen. Salkowsky') und I. Munk’) 
fillen im Harn mit einer Mischung aus zwei Teilen Bariumhydroxyd und 
einem Teil Bariumchlorid, veraschen das Filtrat und fallen nach vorher- 
gehender Losung der Asche in wenig Salzsiure, mit Ammoniak und Ammonium- 
‘ecarbonat. Die Alkalien werden in einer vorher gewogenen Platinschale 
als Chloride gewogen. G. C. Garrat’) fallt mit Ammoniak und bestimmt 
nach Gliihen des Riickstandes mit Ammoniumsulfat die Alkalien durch 
Wiigung als Sulfate. H. Garnier‘) fallt aus dem Harn durch Zusatz von 
Calciumsulfat und Caleciumhydroxyd die Nichtalkalien aus, fiihrt durch Glihen 
mit Schwefelsiure die vom Calcium befreiten Alkalisalze in die Sulfate 
iiber und bringt sie so zur Wdgung*). Bei dieser Methode schreibt der 
Verfasser einen Abzug von 0,0015 g vom Gewicht der ermittelten Sulfate 
vor, der durch Verunreinigung mit Calcium- bzw. Magnesiumsulfat bedingt 
ist. A. Felling®) gibt eine Methode zur Bestimmung der Gesamtbasen 
nach der Benzidinmethode an. E. Brouwer‘) beschreibt eine semiquanti- 
tative Methode zur Bestimmung des Natriums im Harn nach dem Hamburger- 
schen sedimetischen Prinzip. 


Den angefihrten gravimetrischen Methoden, von denen noch 
weitere aufzuzahlen waren, haftet ein Nachteil an, da8 stets geringe 
Mengen Magnesiumsalze, bedingt durch eine unvollkommene Aus- 
fillung, ferner Phosphate, bzw. Carbonate, die durch das Wasch- 
wasser in Lésung gehen, mitgewogen werden. Auch bei den 
Verfahren, die nach der Veraschung des Harns mit Salpetersdure- 
Schwefelsaure nach A. Neumann’) arbeiten und nachfolgend die 
Alkalien gravimetrisch bestimmen, wurden diese Fehlerquellen 
nicht véllig ausgeschaltet. 

Ich habe mich bemiht, bei dieser Bestimmung die Wagung 
der Alkalisalze, die nach Beseitigung der stérenden Verbindungen 
erhalten werden, durch eine acidimetrische Titration zu 
ersetzen. Dadurch entfallt einerseits das Gliihen des Platintiegels 
auf konstantes Gewicht, anderseits werden die Verunreinigungen, 
die in Form von Sulfaten und Phosphaten bei den erwahnten 
Methoden AnlaB zu unsicheren Werten geben, durch die Titration 
nicht erfaBt. Durch Auswaschen des Niederschlages mit Wasser- 
Alkohol wird eine weitere Verbesserung erzielt. 


1) Salkowsky, Virchows Arch. 53, 210 (1871). 

*) I. Munk, Virchows Arch. 53, 131 Suppl. 22. 

) G.C. Garrat, J. of Physiol. 27, 507 (1903). 

*) L. Garnier, C. rend. soc. biol. 58, 549 (1905). 

*) A. Felling, Scand. Arch. Phys. 61, 27—34. 

*) E. Brouwer, Diese Z. 241, 185—141 (1924). 

‘) A. Neumann, Diese Z. 37, 117 (1903); Engelmanns Arch. Phys. 
208 (1905). 

*) Vgl. auch: Neubauer, Analyse d. Harns. Wiesbaden 1910, S. 158ff.; 
M. Kretschy, Z. analyt. Chem. 15, 37 (1876). 
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Prinzip der Methode 


Der Harn wird nach dem Verfahren von A. Neumann (a.a. O.) 
mit Salpetersiure—Schwefels’ure unter Zusatz von einigen Tropfen 
Perhydrol verascht. Die iiberschiissige Schwefelsiiture wird ab- 
geraucht. Die Salze liegen nunmehr als Sulfate, bzw. als Phosphate 
vor. Sie werden in Wasser gelist und in der Hitze mit Barium- 
hydroxydlésung versetzt. Das Calcium, das Magnesium, die Sulfate 
und Phosphate werden ausgefallt. Die Alkalien bleiben als Hydroxyde 
in Lésung. Zur Ausfillung des iiberschiissigen Bariumhydroxyds 
wird in der Hitze Kohlendioxyd eingeleitet. Die Alkalihydroxyde 
werden in die entsprechenden Carbonate iibergefiihrt. Der erhaltene 
Niederschlag wird abfiltriert, mit einer Mischung von einem Teil 
Athylalkohol und einem Teil Wasser gewaschen. Durch diese 
Mischung wird weniger Bariumcarbonat in Lésung gebracht als 
durch reines Wasser. Im Filtrat werden die als Carbonate vor- 
handenen Alkalien mit 0,1 n-Salzsiure unter Anwendung von Methyl- 
orange als Indicator titriert. Das Bariumhydroxyd fallt einer- 
seits die stérenden Salze aus und fihrt anderseits die Alkali- 
sulfate in die Alkalihydroxyde iiber und schafft so die Grundlage 
fiir deren acidimetrische Bestimmung. Durch das Einleiten von 
Kohlendioxyd wird das Bariumhydroxyd in unlésliches Barium- 
carbonat und die Alkalihydroxyde in die entsprechenden Alkali- 
carbonate umgewandelt. Damit die Reaktion nicht auf einer 
Zwischenstufe, nimlich bei der Bicarbonatbildung stehen bleibt, 
wird nach dem Hinleiten des Kohlendioxyd durch Kochen alles 
vorhandene Bicarbonat in Carbonat umgewandelt. 


Weiter oben wurde dargetan, daB in der Léslichkeit der 
Phosphate und Carbonate eine sehr beachtenswerte Fehlerquelle 
liegt. Es soll an dieser Stelle eine zahlenmifige Betrachtung 
iiber dieses Problem gegeben werden. Bei allen Methoden wird 
das iberschiissige Bariumsalz als Bariumcarbonat entfernt. Da 
namentlich bei Lehmann (a. a. O.) der Niederschlag recht voluminés 
ist, also eine relativ groBe Wassermenge zum Herauswaschen der 
Chloride nétig ist, kommt eine betrachtliche Menge Bariumcarbonat 
zur Wigung. Die Léslichkeit von Bariumcarbonat betrigt bei 
einer Temperatur von 25° 3,5 mg. Da bei dieser Methode Wasch- 
fliissigkeit von 200 und 300 ccm erreicht wird, ja mitunter noch 
mehr, so hat man hier bereits mit einem Mehrgewicht von 7,00 
bis 9,5 mg an Bariumcarbonat zu rechnen. Die Menge des in 
Lésung gehenden Phosphats ist auch beachtenswert. Bei der 
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Annahme des giinstigen Falles, daB sich unter den herrschenden 
Bedingungen das unléslichste Phosphat bildet, namlich das 
Magnesiumammoniumphosphat, ist fir 300 ccm bei einer Tempe- 
ratur von 15° eine Gewichtsmenge von 0,018 g in Rechnung 
zu setzen. Wie sich die Salze gegenseitig in ihrer Léslichkeit 
beeinflussen, steht nicht sicher fest. Im ungiinstigen Fall, bei der 
Annahme, daB trotz dem Vorhandensein einer gesittigten Barium- 
carbonatlésung die Sattigung an Magnesiumammoniumphosphat 
erreicht wird, betrigt der mégliche Fehler bei der angegebenen 
Fliissigkeitsmenge bereits 0,0275 g. Wird das Magnesium als 
Magnesiumhydroxyd ausgefallt, was bei den einzelnen Verfahren 
keineswegs immer zutrifft, so verbessern sich die Resultate. Die 
Léslichkeit von Magnesiumhydroxyd ist fiir unsere Betrachtung 
weitaus giinstiger, sie betrigt bei 18°, 8,4 x 10-4.g. Allerdings 
miBte sich, wenn man diese Betrachtung logisch fortsetzt, ein 
anderes Phosphat bilden, beispielsweise das tertiire Calciumphos- 
phat, das beziiglich seiner Léslichkeit ungiinstiger ist als das 
Magnesiumammoniumphosphat. Die Léslichkeit des Bariumsulfats 
kann praktisch vernachlassigt werden. Durch die Anwendung 
von Alkohol—Wasser als Waschmittel wird die Léslichkeit in allen 
Fallen verringert und durch die Anwendung eines acidimetrischen 
Verfahrens an Stelle des gewichtsanalytischen spielt praktisch nur 
die Léslichkeit von Bariumcarbonat eine Rolle. Da ich die Lésung 
vor der Filtration auf eine Fliissigkeitsmenge von etwa 50 ccm 
eindampfe und nach dem DurchgieBen der Liésung kein Wasser 
als Spiilmittel Anwendung findet, liegen die Verhiltnisse bei 
meiner Methode giinstiger. Der Niederschlag ist bei meiner 
Arbeitsweise grob, setzt sich binnen kiirzester Zeit ab und laBt 
sich daher nach der Filtration leicht auswaschen. 50 ccm Spiil- 
flissigkeit geniigen im allgemeinen. Obwobl die Loslichkeit der 
angefiihrten Salze in Alkohol—Wasser in einzelnen Fallen um 
eine Zehnerpotenz geringer ist als im reinen Wasser, will ich bei 
meiner Methode die Betrachtung fiir den wesentlich ungiinstigeren 
Fall anstellen, nimlich die Annahme machen, daB die Léslichkeit 
in Wasser—Alkohol gleich groB sei wie in reinem Wasser. Es 
werden nach dem Gesagten nur 100 ccm Fliissigkeit verwendet. 
Beriicksichtigt man die Lislichkeit von Bariumcarbonat, so wird 
hierdurch ein Mehrverbrauch von rund 0,25 ccm 0,1 n-Salzsiure 
verursacht. Da ich bei meinen Untersuchungen etwa 20—25 ccm 
Sdéure verbrauche, betrigt dieser Fehler etwa 1°/,. Bei den 
anderen Methoden wird allein durch die Lislichkeit von Barium- 
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carbonat, wenn man von 10 ccm Harn ausgeht, ein Fehler von 
mindestens 3°/, gemacht. Durch die Verwendung einer speziellen 
Waschflissigkeit wird der Fehler auf etwa 0,5°/, herabgesetzt. 

Tertiares Bariumphosphat, Magnesiumammoniumphosphat und 
Calciumphosphat bilden praktisch keine Fehlerquellen, da durch 
Reaktion mit der 0,1 n-Salzsiure immer wieder eine entsprechende 
Menge Siure frei wird. Wahrend die Fehler bei den anderen 
Methoden unter ungiinstigen Umstinden eine Hohe bis zu 10°/, 
erreichen kénnen, liegen sie bei dem von mir beschriebenen Ver- 
fahren mit maximal 1°/, giinstiger. 


Reagentien und Gerate 

1. H,SO, konz., D = 1,84; 2. HNO, konz.; 3. Perhydrol, p. a. alkali- 
frei; 4. Bariumhydroxydlésung gesittigt, etwa 0,16—0,2 normal. Man be- 
reitet das Reagens durch Auflésen von 30-—40 g Bariumhydroxyd (plus 8 Mol. 
Kristallwasser) p. a. alkalifrei, in 1000 cem H,O, filtriert nach einem Tag 
den Bodensatz ab und bewahrt diese Lésung in einer Schlifflasche auf. 
Eine neuverlich ausfallende Triibung kann vernachlissigt werden; 5. 0,1 n Salz- 
siure genau eingestellt; 6. Methylorange; 7. Mischung Alkohol (96°,)- 
Wasser 1:1; 8. Glasrohr mit Frittenplatte zum Einleiten des CO,; 9. Kohlen- 
siurekipp mit einer mit Natrivmearbonat gefiillten Waschflasche; 10. 1 Quarz- 
becher Inhalt ungefiihr 140 cem; 11. Kjeldahlkolben etwa 100 cem. 


Ausfiihrung der Bestimmung 


10 ccm Harn bringt man mit einer Pipette in ein Kjeldahl- 
kélbchen, setzt je 1 ccm konzentrierte Schwefelsiure und konzen- 
trierte Salpetersiure und zur Vermeidung des Siedeverzugs ein 
Glaskiigelchen zu und erhitzt am besten auf einem Babo-Trichter. 
Die Veraschung kann jedoch ohne weiteres auf offener Flamme 
geschehen. Nach 5—10 Minuten ist diese Operation unter Znu- 
gabe von wenigen Tropfen Perhydrol beendet. Nach dem Aus- 
kiihlen des Kolbens spilt man den Inhalt in einen Quarzbecher, 
dampft auf dem Wasserbad das Spiilwasser ab und raucht auf 
freier Flamme die iiberschiissige Schwefelsiure unter Bedecken 
des Quarzbechers mit einem Uhrglas (Glasdreieck dazwischenlegen) 
vorsichtig ab. Den Riickstand list man in wenig Wasser und 
unter Erwirmen auf dem Wasserbad (Uhrglas und Glasdreieck 
abspiilen), spilt die Lésung dann in ein 200 ccm fassendes Erlen- 
meyerkélbchen und setzt 20 ccm der etwa 0,2 n Bariumhydroxyd- 
lésung zu. Vor dem Einleiten der Kohlensiure kocht man die 
Lésung kurze Zeit, um etwa vorhandene Spuren von Ammoniak, 
die beim Ausgliithen des Quarzbechers durch zu schwaches Erhitzen 
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nicht verfliichtigt wurden, ganz sicher zu entfernen. AuSerdem 
werden dadurch allenfalls vorhandene, leichter lésliche sekundire 
Phosphate in die unléslichen tertidren Salze verwandelt. In die 
siedend heiBe Lésung leitet man durch 15 Minuten mittels eines 
Kinleitungsrohres mit einer Frittenplatte Kohlensiure ein, die 
eine mit Natriumcarbonat beschickte Waschflasche passiert hat. 
Der Erlenmeyerkolben muB8 hierbei schrig stehen, um durch auf- 
spritzende Flissigkeitsteilchen einen Substanzverlust zu vermeiden. 

‘ach dem EKinleiten spilt man die Frittenplatte gut ab und 
kocht die Lisung so lange, bis noch etwa 50 ccm Fliissigkeit 
vorhanden sind, mindestens aber 5 Minuten. Nun wird der Erlen- 
meyerkolben zwecks raschern Abkiihlens in eine Schale mit kaltem 
Wasser gestellt. Wegen der groBen Léslichkeit des Niederschlages 
ist das Abkiihlen sehr angezeigt. Nach dem Abkihlen wird durch 
ein Blaubandfilter filtriert. Die iiberstehende Lisung ist bei 
richtigem Arbeiten immer klar. Nachdem alles durchs Filter 
geflossen ist, wird mindestens 3mal mit Wasser—Alkohol gewaschen 
und die Lésung dann titriert. 


Titration 


Fiir die Carbonattitration verfihrt man am besten folgender- 
maBen: Man gibt etwa 100 ccm destilliertes Wasser in ein Erlen- 
meyerkélbchen und figt 8 Tropfen Methylorangelésung dazu. Die 
Lésung wird aufgekocht und durch 2 Minuten im Sieden gehalten. 
Sie dient als Vergleichslésung. Die zu titrierende Lisung wird 
mit derselben Menge Indicator versetzt und rasch bis auf den 
ersten Rosafarbton titriert. Jetzt wird die Liésung aufgekocht 
und 2 Minuten im Sieden gehalten. Beim Kochen ist Vorsicht 
anzuwenden, da die alkoholische Lisung leicht schiumt und gerne 
stéBt. Nach dem Kochen wird abgekihit und so lange titriert, 
bis die erste Abweichung von der Farbe der Vergleichslisung 
bemerkt wird. Ks werden etwa 10—25 ccm Salzsaure verbraucht. 
Die Methode liefert gute Werte, die untereinander bei einigermaBen 
sorgfaltigem Arbeiten auf + 1°/, stimmen. 


Berechnung 


Die Berechnung erfolgt als Na,O oder Na. Man bekommt 
so ein Maf fiir den Gesamtalkaligehalt des Harnes. Dieser 
betragt normalerweise in 24 Stunden 5—10g Na,O, wobei das K,O 
auf Na,O umgerechnet wird. Um diesen Wert zu erhalten, multipliziert 
man die verbrauchten Kubikzentimeter 0,1 n-Salzsiiure mit dem 
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Faktor 3,0997 und erhalt die Menge in Milligrammen des als Na,O 
berechneten Gesamtalkalis in 10 com Harn. Den Gesamtalkali- 
gehalt des Harnes in 24 Stunden errechnet man nach der Formel, 


eem 0,1 n-HCl - 3,0997 


Gramm Gesamtalkali als Na,O = 1000-10 - Harnmenge in 24 Std, 





Will man die Verteilung von Kalium und Natrium kennen, so 
bestimmt man das Kalium mit einer der iiblichen Methoden in 
der eingedampften Titrationsfliissigkeit. 


Uber eine neue Bestimmung des Kaliums soll demniichst 
berichtet werden. 


Zusammenfassung 


1. Es wird eine neue acidimetrische Methode zur Bestimmung 
des Gesamtalkali im Harn beschrieben. 

2. Kine Kritik der gravimetrischen Methoden wird an Hand 
der Lislichkeiten der in Frage kommenden schwerléslichen Salze 
gegeben. 


3. Die verschiedenen Fehlerquellen und Méglichkeiten werden 
diskutiert. 











Fig. 1 Vig. . 
' Sasi Zusatz von 200 y Sympathol, 
‘males N: edium 
Normales Néihrmedi 120 fach 


Gefirbtes Priiparat 240fach, 





Fig. 3 Fig. 4 
Zusatz von 0,1 y eines Colchicin-Derivats, Zusatz von 200 y Sympathol und 0,1 y 
240fach eines Colchicin-Derivats, 240 fach 


Hithnerherzfibroblasten in der Gewebekultur 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band 271, Tafel I 
Z7u Hans Lettré und Marianne Albrecht, 


»Zur Wirkung von $-Phenyliithylaminen auf in vitro geziichtete Zellen“ 
(Seite 200) 


Verlag Walter de Gruyter & Co,, Berlin 














Fig. 5 Fig. 6 
Zusatz von 100 y 1-Adrenalin, Zusatz von 100 y 1-Adrenalin 
240 fach und 3y p-Chinon, 60 fach 





Fig. 7 Fig. 8 
Zusatz von 100 y 1-Adrenalin Normales Niéhrmedium, 
und 100 y Ascorbinsiiure, 60fach 60 fache VergroBerung 


Hiithnerherzfibroblasten in der Gewebekultur 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologiseche Chemie. Band 271, Tafel IT 
Zu Hans Lettré und Marianne Albrecht, 


Zur Wirkung von §-Phenylithylaminen auf in vitro geziichtete Zellen“ 
(Seite 200) 


Verlag Walter de Gruyter & Co., Berlin 
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barer; miglichst Maschinen-Schrift, gehalten sind. Nachtrdgliche Anderungen 
verursachen wesentliche Kosten, die sich naturgemif auf die Preisgestaltung 
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